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Neue Antimycotika und Fungizide, Verfahren zu deren Herstellung und ihre 
Verwendung 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Antimycotika und Fungizide erhaltlich aus 
Hefe, Verfahren zu deren Herstellung und Verwendung. 

Selektive Antimycotika haben groRte Bedeutung, da Pilz- und/oder Hefe-bedingte 
Infektionen beim Menschen in den letzten Jahren stark zugenommen haben und 
ebenfalls In Lebens- und Futtermittel immer wieder zu unerwunschten Kontamination 
ftihren. Besonders schwerwiegende Folgen haben Mycosen bei immunsupprimierten 
Patienten, deren zellulares und humoraies Abwehrsystem auf einem nicht voll funk- 
tionstuchtigen Niveau gehalten werden muli [Anaissie. 1992; Meunier a/., 1992; 
Wingard, 1995]. Extrem Mycose-gefahrdet sind H/V-l-infizierte Personen (AIDS), die 
im fortgeschrittenen Krankheitsstadium sehr haufig an opportunistischen Infektionen 
durch Human-pathogene Pilze und/oder Hefen sterben [Levy, 1 993]. Die gegenwar- 
tig zur Therapie solcher Infektionen eingesetzten Antimycotika (wie Amphoterizin B, 
Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol) besitzen betrachtliche Nebenwirkungen, da 
sie die strukturelle Integritat der eukaryotischen Cytoplasmamembran zerstoren und 
dadurch ebenfalls den infizierten Wirtsorganismus schadigen [Hector. 1993]. Die 
Applikation herk6mmiicher Antimycotika hat zudem in nur kurzer Zeit zu einer rapi- 
den Zunahme an Fluconazol-Resistenzen gefuhrt, die sich unter den humanpatho- 
genen Mikroorganismen rasch ausbreiten und ein immer groller werdendes Problem 
darstellen [Cameron ef a/., 1993; Chavenet ef a/., 1994; Maenza etaL, 1996; Pfaller 
efa/.,1994; Rex etaL, 1995; Troillet etaL, 1993]. Es istdaherein wichtiges Anlie- 
gen, Antimycotika zu entwickein, die sich - ahnlich wie bakterielle Antibiotika - durch 
hohe Selektivitdt auszeichnen und moglichst nur humanpathogene Pilze und Hefen 
angreifen. Da jedoch die Mehrheit aller zelluldren Prozesse bei hoheren Organismen 
von Genprodukten gesteuert wird, die bei Eukaryoten ein hohes MaR an funktioneller 
Homologie zeigen, ist es bislang nicht gelungen, "spezifisch-antifungale Antibiotika" 
zu entwickein [Kurz, 1998; Komiyama et al., 1998]. 
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Ein target \/on selektiven Antimycotika sind die p-1,3-D-Glukane der Hefezellwand, 
die fur die mechanische und osmotische Stabilitat der Zelle unerlaBlich sind, jedoch 
in hOheren Eukaryoten nicht vorkommen und daher als "Achillesverse" bei der Be- 
kampfung pathogener Hefen genutzt werden konnten [Roemer e/a/., 1994]. Obwohl 
Substanzen, die selektiv In die Zellwandstruktur von Hefen und Pilzen eingreifen, 
somit von groSem Interesse sind, wurden bislang noch keine Antibiotika-ahnlichen 
Hemmstoffe zur Behandlung von Mycosen eingesetzt. Wahrend bakterielle Antibioti- 
ka-Produzenten bereits zu Beginn dieses Jahrhunderts entdeckt wurden, konnten 
ahnliche Effekte bei Hefen erst Anfang der Sechziger Jahre mit der Identifizierung 
sogenannter Killer'-Hefen beobachtet werden [Bevan & Makower, 1963]: Toxinpro- 
duzierende 'Killer -Stamme der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae produzieren 
und sezernieren sogenannte als "Kiilertoxine" bezeichneten Proteine, welche sensiti- 
ve Hefen in einem Rezeptor-abhangigen Prozefi abtoten [Bussey. 1991; Tipper & 
Schmitt, 1991]. Die Fahigkeit zur Toxinproduktion beruht bei S. cerevisiae auf einer 
Infektion mit Reovirus-ahnlichen Doppelstrang-RNA-Viren, die im Cytoplasma der 
Hefe stabil und In hoher Kopienzahl persistieren, ohne die eukaryotische Wirtszelle 
in erkennbarer Weise zu schadigen [Tipper & Schmitt, 1991]. Bei den drei bislang 
bekannten Killertoxinen (K1, K2, K28) der Hefe S. cerevisiae handelt es sich um 
nicht-glykosylierte a/p-Heterodimere, die von der infizierten Zelle als liOhermolekula- 
re PrSprotoxine transiatiert und auf dem intrazellulSren Sekretionsweg durch kom- 
plexe Modlfikationen zu den biologisch aktiven Killerproteinen prozessiert werden 
[Hanes ef a/.. 1986; Dignard ef a/.. 1991; Schmitt & Tipper. 1995]. Die toxische Wir- 
kung der S. cerevisiae Toxine beruht entweder auf einer Zerstorung der Membra- 
nintegritat (Toxine K1, K2) oder (wie im Falle von Killertoxin K28) auf einem Zellzy- 
klus-Anrest mit gezielter Hemmung der DNA-Synthese [Bussey. 1991 ; Schmitt & 
Compain, 1995; Schmitt et ai, 1996]. Obwohl sich Kiilertoxine der Klassen K1 , K2 
und K28 in ihren Wirkungsweisen und physikochemischen Eigenschaften deutlich 
voneinander unterscheiden. 1st Ihnen gemeinsam, dad sie enge Wirkungsspektren 
besitzen und uberwiegend sensitive Hefen nahe verwandter Arten abtoten. Dieses 
eingeschrankte Wirkspektrum beruht darauf. da(i die bislang charakterisierten 
Kiilertoxine der Backerhefe mit unterschiedlichen Rezeptor-Populationen auf den 
Ebenen von Hefezellwand und Cytoplasmamembran interagieren mussen, um eine 
sensitive Zielzelle abtoten zu konnen. Bei den primaren Toxinrezeptoren der Hefe- 
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zellwand handelt es sich entweder um stark verzweigte p-1,6-D-Glukane Oder um 
die Sulieren Mannotriose-Seitenketten eines Zellwand-Mannoproteins [Bussey, 
1991; Schmitt & Radler 1987, 1988]. 

, 5 Neben den viralen Proteintoxinen der Hefen S. cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, 
Zygosaccharomyces bailii und Ustilago maydis, wurden Killerstamme auch in den 
Gattungen Debaryomyces, Hansenula, Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon, 
Pichia, Kluyveromyces, Torulopsis und Williopsis beschrieben [McCracken etal., 
1994; Park et aL 1996: Schmitt & Neuhausen. 1994; Walker et aL, 1995]. Die gene- 
10 tische Grundlage des Kiilerphanomens beruht in diesen Hefen Jedoch nicht auf vira- 
len Genomen, sondern entweder auf linearen dsDNA-Plasmiden oder auf chromo- 
somalen Hefegenen [Schrunder etaL, 1994], 

Intensive molekularbioiogische Untersuchungen verschiedener Toxin-produzierender 
15 "Killerhefen" haben gezeigt. dalJ die Sekretion toxischer Proteine (Killertoxine') bei 

Hefen weitverbreitet ist und ein nicht zu unterschatzendes Potential bei der Ent- 

wicklung selektiver Antimycotika darstellt [Walker ef a/., 1995; Hodgson etai, 1995; 

Polonelli et aL, 1986; Schmitt & Neuhausen, 1994; Neuhausen & Schmitt, 1996; 

Schmitt et aL, 1997], jedoch konnten solche Proteintoxine bisher nicht bereitgestellt 
20 werden. 

Daher ist es Aufgabe clieser Erfindung geeignete hochwirksame Proteintoxine mit 
antimycotischer oder fungizider Wirkung zur BekSmpfung von human und pflanzen- 
pathogenen Hefen und/oder PHzen bereitzustellen. 

25 

In Qberraschender Weise enveisen sich nunmehr das hochwirksam produzierte und 
sezernierte Killertoxin WICALTIN (auch Proteintoxin) aus der Wildtyphefe \MHiopsis 
califomica Stamm 3/57 (DSM 12865) und das viruskodierte ZYGOCIN (auch Pro- 
teintoxin) der Hefe Zygosaccharomyces bailii (DSM 12864) als besonders geeignet 
30 zur Bekampfung von human- und pflanzenpathogenen Hefen und/oder Pilzen. 

Zudem konnen im Lebens- und Futtermittelbereich gefQrchtete Schadhefen und 
Pilze abgetOtet werden. Beide Proteintoxine besitzen daher das Potential als 
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Antimycotikum und/oder Fungizid zur Bekampfung von Hefe und/oder Pilzinfektio- 
nen, insbesondere Mycosen, eingesetzl zu werden. Diese Indikationen werden in 
der vorliegenden Erfindung durch Untersuchungen zur Wirkungsweise verifiziert. Die 
Toxingene werden im Rahmen dieser Erfindung geeignet kloniert und sequenziert 
5 und somit wird ein Verfahren fur die gentechnische Herstellung und Uberexpression 
in Kultur von WICALTIN und ZYGOCIN etabliert. 

Ein Gegenstand der Erfindung betrifft dahier Proteintoxine erhaltiich aus Williopsis 
califomica, besonders bevorzugt der Stamm DSM 12865 und Zygosaccharomyces 
10 bailh\ besonders bevorzugt der Stamnn DSM 12864. Beide Stamme wurden am 09. 
Juni 1999 am DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zeilkulturen 
GmbH, in 38124 Braunschweig. Mascheroder Weg 1b nach dem Budapester Vertrag 
hinterlegt (www.dsmz.de). 

15 Im Rahmen dieser Erfindung sezernieren insbesondere DSM 12864 und DSM 12865 
biologisch hochwirksame Proteintoxine. die aufgrund ihres breiten Wirkspektrums 
(siehe Beispiel 4 und 7) auch zahlreiche human- und pflanzenpathogene Hefen und 
Plize abtoten. Daher betrifft die Erfindung auch selektive Antimycotika oder Fungizi- 
de, in dem Sinne, dali es sich bei den Proteintoxinen - und den nachstehenden er- 

20 findungsgemSf^en Polypeptiden und deren kodierenden erfindungsgemaBen Nu- 

kleinsduren, insbesondere in der funktionellen Einheit eines Toxingens - urn potenti- 
elle BiO'Pharmaka handelt, die aufgrund Ihrer spezifischen, rezeptorvermittelten Wir- 
kung ausschlieHtich Hefen und / oder Pilze abtoten und fur hdhere Eukaryoten - und 
damit ebenfalls fur den Menschen und Saugetierzellen - sowie Pflanzen, vorzugs- 

25 weise Kulturpflanzen, vOliig ungefahrlich sind [Vgl. Pfeiffer et aL, 1988]. 

Folgende human- und pflanzenpathogene sowie apathogene Hefen und / oder Pilze 
kdnnen selektiv abgetdtet werden: 

Zygocin-sensitive Hefearten: Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida 
30 knjsei, Candida glabrata, Candida vinii, Hanseniaspora uvamm, Kluyveromyces 

mancianus, Mettischnil<owia pulchemma, Ustilago maydis, Debaryomyces hansenii, 
Pichia anomala, Pichia Jadinii, Pichia membranefaciens, Yarrowia lipolytica und Zy- 
gosaccharomyces rouxiL 
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Wicaltin-sensitive Hefearten: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, 
Debaryomyces liansenii, Kluyveromyces lactis, Metsctinikowia pulcherrima, Picfiia 
anomala, Pichia jadinii, Saccharomyces cerevisiae, Sporthrix spec, Torulaspora 
delbrueckii, Torulaspora pretoriensis, Yarrowia lipolytica und Zygosaccharomyces 
baihl 

Die besonders starke Aktivitat des Wicaltin-produzierenden Hefestammes DSM 
12865 bemht vermutlich auf dessen ausgepragter Sekretionseffizienz, die im Ver- 
gleich zu anderen Stammen der gleichen Hefeart deutlich starker ausgepragt ist. Die 
'Killer'-Eigenschaft des Zygocin-produzierenden Hefestammes DSM 12864 beruht 
auf einer Infektion mit toxinkodierenden Doppelstrang-RNA-Viren (Mzb-dsRNA), die 
stabil und in hoher Kopienzahl im Cytoplasma persistieren und die betreffende Hefe 
(Stamm DSM 12864) zur Produktion und Sekretion von Zygocin befahigen [Vgl. 
Schmitt & Neuhausen, 1994]. Andere Stamme der gleichen Art zeigten keine Toxin- 
produktion, da sie keine toxinkodierenden dsRNA-Viren im Cytoplasma beherbergen 
und somit phanotypisch als 'Nicht-Killer' zu klassifizieren sind- 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher Nukleinsauren ko- 
dierend fur ein Proteintoxin - mit einer Aminosauresequenz gemafi SEQ ID No 1 
und No 2 und einer Glucanase-Aktivitat - Oder eine funktionelle Variante davon, und 
Telle davon mit mlndestens 8 Nukleotiden, vorzugsweise mit mindestens 15 oder 20 
Nukleotiden, insbesondere mit mindestens 100 Nukleotiden, vor allem mit minde- 
stens 300 Nukleotiden (nachfolgend "erfindungsgemalie Nukleinsaure(n)" genannt). 

Die vollstandigen NukleinsSuren kodieren fur Proteintoxine, die nach intrazellularer 
Prozessierung und Sekretion eine Gro&e von 309 Aminosauren und eine molekulare 
Masse von 34 kDa (SEQ ID No 1) bzw. von 99 Aminosauren und eine molekulare 
Masse von 10 kDa aufweisen (SEQ ID No 2). Die Expression der Nukleinsaure nach 
SEQ ID No 1 in der Hefe S. cerevisiae resultiert in einem rekombinanten WICALTIN, 
das als glykosyliertes Protein mit signifikanter p-1 ,3-D-Glukanase-Aktivitat in den 
KulturQberstand der Hefe sezerniert wird [Vgl. Beispiel 10]. Weitere Experimente 
gemaK der vorliegenden Erfindung bestStlgten, dali es sich bei den erfindungsge- 
maiien Nukleinsauren um Nukleinsauren handelt, die im Falle von SEQ ID No 1 fur 
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ein Proteintoxin mit Glucanase - Aktivitat und im Falle von SEQ ID No 2 fiir ein in 
vivo vermutlich O-glykosyliertes. als ZYGOCIN bezeichnetes Proteintoxin kodieren. 
Die erfindungsgemaBen Nukleinsauren sind erhaltlich aus DSM 12865 (SEQ ID No 
1) und DSM 12864 (SEQ ID No 2). 

In einer bevorzugten Ausfuhaingsfonm sind die erfindungsgemalien Nukleinsauren 
eine DNA oder RNA. vorzugsweise eine doppelstrSngige DNA, und Insbesondere 
sine DNA mit einer Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID No 1 von Pos. 1 bis Pos. 
947 und gennali SEQ ID No 2 von Pos. 1 bis Pos. 713 . Die beiden Positionen be- 
stimmen gemali der vorllegenden Erfindung den Start und das Ende des kodieren- 
den Bereiches, d.h. die jeweils erste und letzte Aminos^ure des betreffenden Le- 
serasters. 

Unter dem Begriff "funktionelle Variante" versteht man gemali der vorllegenden Er- 
findung eine Nukleinsaure, die funktionell mit den erfindungsgemalien Nukleinsau- 
ren verwandt sind. Beispiele verwandter Nukleinsauren sind Nukleinsauren aus un- 
terschiedlichen Hefezellen bzw. Stammen und Kulturen oder allelische Varianten. 
Ebenfalls umfalit die vorliegende Erfindung Varianten von Nukleinsauren, die von 
verschiedenen Hefen / Hefestammen oder anderen Infektionserregern wie Dermato- 
phyten und Schimmelpilzen (gemali dem DHS-System) stammen kOnnen. 

Im weiteren Sinne versteht man unter dem Begriff "Varianten" gemali der voriiegen- 
den Erfindung Nukleinsauren, die eine Homologie, insbesondere eine Sequenziden- 
titat von ca. 60%, vorzugsweise von ca. 75%, insbesondere von ca. 90% und vor 
allem von ca, 95% aufweisen. 

Die Telle der erfindungsgemalien Nukleinsaure konnen beispielsweise zur Herstel- 
lung einzelner Epitope, als Sonden zur Identlfizierung weitererfunktioneller Varian- 
ten Oder als Antisense-Nukleinsauren venvendet werden. Beispielsweise eignet sich 
eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 8 Nukleotiden als Antisense-Nukleinsaure. 
eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 15 Nukleotiden als Primer beim PGR- 
Verfahren, eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 20 Nukleotiden fur die Identlfizie- 
rung welterer Varianten und eine Nukleinsaure aus mindestens ca. 100 Nukleotiden 
als Sonde. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemalle Nu- 
kleinsSure eine Oder mehrere nicht-kodierende Sequenzen und/oder eine Poly(A)- 
Sequenz, eine oder mehrere (fur die intrazelluiare Pro-Protein-Prozessierung not- 
wendige) Kex2p Endopeptidase Erkennungssequenzen sowie eine oder mehrere 
potentielle N-Glykosylierungsstellen. Die nicht-kodlerenden Sequenzen sind regula- 
torische Sequenzen, wie Promotor- oder Enhancer-Sequenzen, zur kontrollierten 
Expression des kodierenden Toxingens, enthaltend die erfindungsgemaden Nu- 
kleinsauren. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemal^e NukleinsSure daher in 
einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor oder gentherapeutisch 
wirksamen Vektor enthalten. 

Die Expressionsvektoren konnen beispielsweise im Falle der Nukleinsaure nach 
SEQ ID No 2 prokaryotische und/oder eukaryotische Expressionsvektoren bzw. im 
Falle der Nukleinsaure nach SEQ ID No 1 ausschlielilich eukaryotische Expressi- 
onsvektoren sein. Die Expression der toxinkodierenden Nukleinsaure nach SEQ ID 
No 1 in Escherichia co// ist nicht moglich, da das betreffende, heterolog exprimierte 
Proteintoxln fur die Bakterienzelle toxisch ist. Eine Kionierung der WICALTIN- 
kodierenden Nukleinsaure nach SEQ ID No 1 ist in E. coli nur mit Plasmiden mog- 
lich, die keinen Promotor tragen (z.B. mit Hilfe von Derivaten des Plasmids pBR322). 
Ein Beispiel fur einen prokaryotischen Vektor, der eine heterologe Expression der 
ZYGOCIN-kodierenden Nukleinsaure nach SEQ ID No 2 eriaubt. ist der kommerziell 
erhaltliche Vektor pGEX-4T-1, der in E. co// die Expression eines Gluthathion-S- 
Transferase-ZYGOCiN-Fusionsproteins erIaubt. Ein weiterer Vektor fur die Expres- 
sion von ZYGOCIN in E. coli ist z.B. der T7 Expressionsvektor pGM10 (Martin, 
1996), welcherfur einen N-terminalen Met-AIa-His6-Tag kodiert, der eine vorteilhafte 
Reinigung des exprimierten Proteins iiber eine Ni^*-NTA-Saule enmoglicht. Als euka- 
ryotische Expressionsvektoren fiCir die Expression in Saccharomyces cerevisiae eig- 
nen sich z.B. die Vektoren p426Met25 oder p426GAL1 (Mumberg et a). (1994) Nucl. 
Acids Res., 22, 5767), fQrdie Expression in Insektenzellen z.B. Baculovirus- 
Vektoren wie in EP-B1-0127839 oder EP-B1-0549721 offenbart, und fur die Expres- 
sion in Saugerzellen z.B. SV40-Vektoren, welche allgemein erhSltlich sind. 
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Im aligemeinen enthalten die Expressionsvektoren auch fOr die Wirtszelle geeignete 
regulatorische Sequenzen, wie z.B. den trp-Promotor fiir die Expression in E. coli (s. 
Z.B. EP-B1-0154133), den ADH-2-Promotor fur die Expression in Hefen (Russel et 
al. (1983), J. Biol. Chem. 258, 2674). den Baculovirus-Polyhedrin-Promotor fur die 
5 Expression in Insektenzellen (s. z.B. EP-B1 -01 27839) Oder den fruhen SV40- 

Promotor Oder LTR-Promotoren z.B. von MMTV (Mouse Mammary Tumour Virus; 
Lee et al. (1981) Nature, 214, 228). 

Beispiele von gentherapeutisch wirksamen Vektoren sind Virusvektoren, vorzugs- 
10 weise Adenovirusvektoren, insbesondere replikationsdefiziente Adenovirusvektoren, 
Oder Adenoassoziierte Virusvektoren, z.B. ein Adenoassozilerter Virusvektor. der 
ausschlielilich aus zwei insertierten terminalen Wiederholungssequenzen (ITR) be- 
steht. 

15 Geeignete Adenovirusvektoren sind beispielsweise in McGrory, W.J. et al. (1988) 
ViroL 163, 614; Gluzman, Y. et al. (1982) in "Eukaryotic Viral Vectors" (Gluzman, Y. 
ed.) 187, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Habor, New York; Chroboczek, J, 
et al. (1992) ViroL 186. 280; Karisson. S. et al. (1986) EMBO J.. 5. 2377 oder 
WO95/00655 beschrieben. 

20 

Geeignete Adeno-assoziierte Virusvektoren sind beispielsweise in Muzyczka, N. 
(1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158, 97; W095/23867; Samulski, R.J. (1989) 
J. Virol, 63. 3822; W095/23867; Chiorini, J.A. et al, (1995) Human Gene Therapy 6. 
1531 Oder Kotin, R.M. (1994) Human Gene Therapy 5, 793 beschrieben. 

25 

Gentherapeutisch wirksame Vektoren iassen sich auch dadurch erhalten, daft man 
die erfindungsgemdfie Nukleinsaure mit Liposomen komplexiert. Hierzu eignen sich 
Lipidmischungen wie bei Feigner, P.L. et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci, USA 84, 
7413; Behr. J.P. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86. 6982; Feigner, J.H. et 
30 al. (1994) J. Biol. Chem. 269, 2550 oder Gao, X. & Huang, L. (1991 ) Biochim. Bio- 
phys. Acta 1189, 195 beschrieben. Bei der Herstellung der Liposomen wird die DNA 
ionisch auf der OberfiSche der Liposomen gebunden, und zwar in einem solchen 
Verhaltnis, dali eine positive Nettoladung verbleibt und die DNA vollstandig von den 
Liposomen komplexiert wird. 
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9 

In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die erfindungsgema(ien Nukleinsauren da- 
her in einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor zur Herstellung von 
transgenen Pflanzen, enthalten. Da die beschriebenen Killertoxine WICALTIN und 
ZYGOCIN ein breites Wirkungsspektrum besitzen und auch pflanzenpathogene He- 
5 fen und Pilze abtoten, ist es moglich transgene Pflanzen bereitzustellen, die sich 

beispielsweise gegenuber einer Infektion mit dem Mais-pathogenen En^eger Ustilago 
maydis resistent verhalten. Ahnliche Versuche wurden bereits an Tabak-Pflanzen 
durchgefilhrt, die durch heterologe Expression des naturlicherweise viral kodierten 
Kiliertoxins KP4 von L/. maydis in der Lage waren, das betreffende Proteintoxin zu 

10 sezemieren und dadurch einen spezifischen Schutz gegen Infektionen mit be- 

stimmten phytopathogenen Stammen von L/. maydis aufbauten (Park et al., 1996; 
Kinal et al., 1995; Bevan, 1984). Aufbauend auf kommerzieil erhaltlichen Transfor- 
mationssystemen, die auf modifizierten Derivaten des naturlichen Ti-Plasmids von 
Agrobacterium tumefaciens beruhen, konnen die erfindungsgemafien Nuklelnsau- 

15 ren, ebenfalls reprasentiert in den Toxingenen IVCTund ZBT, in sogenannte bidi- 

rektionale pBI-Vektroen (Fa. CLONTECH) einkloniert und zur Herstellung transgener 
Pflanzen eingesetzt werden. Die betreffenden Toxingene IVCrund ZST werden 
hierzu unter Transkriptionskontrolle des starken Blumenkohl-Mosaikvirus-Promotors 
(CaMV-P) gebracht. Der genauere Aufbau der zu konstruierenden Vektoren ist im 

20 Beispiel 9 schematisch dargestellt. 

Die erfindungsgemallen Nukleinsauren konnen beispielsweise chemisch anhand der 
SEQ ID No 1 und No 2 offenbarten Sequenzen oder anhand der in SEQ ID No 1 
und No 2 offenbarten Peptidsequenzen unter Heranziehen des genetischen Codes 

25 Z.B. nach der Phosphotriester-Methode synthetisiert werden (siehe z.B. Uhiman, E. 
& Peyman, A. (1990) Chemical Reviews, 90. 543, No. 4). EIne weitere MOglichkeit, 
die erfindungsgemaHe Nukleinsaure in die Hand zu bekommen, ist die Isoiierung 
aus einer geeigneten Genbank anhand einer geeigneten Sonde (s. z.B. Sambrook, 
J. et al. (1989) Molecular Cloning. A laboratory manual. 2nd Edition, Cold Spring 

30 Harbor, New York). Als Sonde eignen sich beispielsweise einzelstrangige DNA- 
Fragmente mit einer Lange von ca. 100 bis 1000 Nucleotiden, vorzugsweise mit ei- 
ner Lange von ca. 200 bis 500 Nucleotiden, insbesondere mit einer Lange von ca. 
300 bis 400 Nucleotiden, deren Sequenz aus der Nukleinsauresequenz gemal^ SEQ 
ID No 1 und No 2 abgeieitet werden kann. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die Polypeptide als solche 
mit einer Aminosauresequenz gemaR SEQ ID No 1 und No 2 oder einer funktionel- 
len Variante davon, und Telle davon mit mindestens sechs Aminosauren, vorzugs- 
weise mit mindestens 12 Aminosauren, insbesondere mit mindestens 65 Aminosau- 
ren und vor allem mit 309 Aminosauren (SEQ ID No 1 ) und mit 99 Aminosauren 
(SEQ ID No 2) (nachfolgend "erfindungsgemSBe Polypeptid(e)" genannt). Beispiels- 
weise kann ein ca. 6-12, vorzugsweise ca. 8 Aminosauren-langes Polypeptid ein 
Epitop enthalten, das nach Kopplung an einen Trager zur Hersteilung von spezifi- 
schen poly- oder monoklonalen Antikorper dient (siehe hierzu z. B. US 5,656,435). 
Polypeptide mit einer Lange von mindestens ca. 65 Aminosauren konnen auch direkt 
ohne Trager zur Hersteilung von poly- oder monoklonalen Antikorper dienen. 

Unter dem Begriff "funktionelle Variante" im Sinne der vorliegenden Erfindung ver- 
steht man Polypeptide, die funktionell mit dem erfindungsgemaflen Peptid verwandt 
sind, d.h. eine GIucanase-Aktivitat aufweisen. Unter Varianten versteht man auch 
allelische Varianten oder Polypeptide, die von verschiedenen Hefen / Hefestammen 
Oder anderen Infektionserregern wie Dermatophyten, Schimmelpilzen (gemali dem 
DHS-System) stammen konnen. 

Im weiteren Sinne versteht man darunter auch Polypeptide, die eine Sequenzhomo- 
logie, insbesondere eine Sequenzldentitat von ca. 70%. vorzugsweise von ca. 80%, 
insbesondere von ca. 90%, vor allem von ca. 95% zu dem Polypeptid mit der Ami- 
nosauresequenz gemali Figur 2 haben. Femer zahlen hierzu auch Deletion des Po- 
lypeptids im Bereich von ca. 1 • 60, vorzugsweise von ca. 1 - 30, insbesondere von 
ca. 1 - 15, vor allem von ca. 1 - 5 Aminosauren. Beispielsweise kann die erste Ami- 
nosaure Methionin fehlen, ohne da& die Funktion des Polypeptids wesentlich verSn- 
dert wind. Daneben zahlen hierzu auch Fusionsproteine, die die oben beschriebenen 
erfindungsgemaiien Polypeptide enthalten, wobei die Fusionsproteine selbst bereits 
die Funktion einer Glucanase haben oder erst nach Abspaltung des Fusionsanteils 
die spezifische Funktion bekommen kdnnen.Vor allem zShlen hierzu Fusionsproteine 
mit einem Anteil von insbesondere nicht-humanen Sequenzen von ca. 1 - 200, vor- 
zugsweise ca. 1-150. insbesondere ca. 1-100. vor allem ca. 1 - 50 Aminosauren. 
Beisplele von nicht-humanen Peptidsequenzen sind prokaryotische Peptidsequen- 
zen, Z.B. aus der Galactosidase von E. coli oder ein sogenannter Histidin-Tag, z.B. 
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ein Met-Ala-Hise-Tag. Ein Fusionsprotein mit einem sogenannten Histidin-Tag eignet 
sich besonders vorteilhaft zur Reinigung des exprimierten Proteins uber Metaliionen- 
haltige Saulen, beispielsweise uber eine Ni^*-NTA-Saule. "NTA" steht fur den Che- 
lator "nitrilotriacetic acid" (Qiagen GmbH, Hilden). Insofern umfalit die Erfindung 
auch solche erfindungsgemaiie Polypeptide die maslciert sind. Im Sinne eines Pro- 
proteins Oder im weitesten Sinne als Pre-drug. 

Die Teile der erfindungsgemalien Polypeptide reprasentieren beispielsweise Epito- 
pe, die spezifisch von Antikorpern erkannt werden kSnnen. 

Die erfindungsgemalien Polypeptide werden beispielsweise durch Expression der 
erfindungsgemaRen NukleinsSure in einem geelgneten Expressionssystem, wie 
oben bereits beschrieben, nach dem Fachmann allgemein bekannten Methoden 
hergesteilt. Als Wirtzellen zur Herstellung korrekt prozessierter und damit biologisch 
aktiver Proteintoxine eignen sich ausschlielilich eukaryotische Organismen, vor- 
zugswelse die Sprollhefe Saccharomyces cerevisiae und die Spalthefe Schizosac- 
charomyces pombe. 

Insbesondere die genannten Teile des Potypeptids konnen auch mit Hilfe der klassi- 
schen Peptidsynthese (Merrifield-Technik) synthetisiert werden. Sie eignen sich ins- 
besondere zur Gewinnung von Antiseren, mit deren Hilfe geeignete Genexpressi- 
onsbanken durchsucht werden konnen, um so zu weiteren funktionellen Varianten 
des erfindungsgemaBen Polypeptids zu geiangen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorllegenden Erfindung bezleht sich daher auf ein 
Verfahren zur Herstellung eInes erfindungsgemalien Polypeptids, wobei eIne erfin- 
dungsgemSRe Nukleinsaure In einer geeigneten Wirtszelle exprimiert und gegebe- 
nenfalls Isoliert wird. 

Ganz besonders bevorzugt ist die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe, da sich 
diese Hefe naturllchenveise WICALTIN- und ZYGOCIN-resistent verhSIt und bereits 
mehrfach erfoigreich zur heterologen Expression von Fremdproteinen eingesetzt 
wurde [Giga-Hama & Kumagai (1997), In "Foreign Gene Expression in Fission 
Yeast: Schizosaccharomyces pombe". Springer Verlag]. WIe In Beispiel 11 ausge- 
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fuhrt, konnen die toxinkodierenden Nukleinsauren nach SEQ ID No 1 und SEQ ID 
No 2 beispielsweise in den S, pombe Vektor pREP1 elnkloniert werden [Maundrell 
(1990), J. Biol. Cham. 265:10857-10864], in dem sle unter Transkriptions-Kontrolle 
des Thiamin-regulierten nmt1 Promotors der Spalthefe stehen [nmt = 'no message 
with /hiamine'] Hefen, die mit einem solchen Vektor transfonniert werden, exprimie- 
ren das betreffende Fremdgen in Abhangigkeit von der jeweiligen Thiamin- 
Konzentration im Kulturmedium der Hefe. Hierdurch laftt sich gegebenenfalls die 
Phase des Hefewachstunns von der Phase der Produktion des Fremdproteins zeitlich 
trennen, so daB as prinzipiell auch mOglich ist, fur die Hefe toxische Proteine zur 
Expression zu bringen. Um gieichzeitig eine Sekretion und dannit aine deutlich 
leichtare Reinigung der in S. pombe heterolog exprimierten Toxine WICALTIN und 
ZYGOCIN zu ermoglichen. haben wir bereits einen Expressions-ZSekretions-Vektor 
konstruiert [Vektor pTZa/y; siehe Beispiel 11], der das Sekretions- und Prozessie- 
mngssignal des viralen K28-Praprotoxingens enthalt [Schmitt & Tipper. 1 995] und 
dadurch eine effektive Sekretion des jeweils *in-frame' nachgeschalteten Fremdpro- 
teins ermoglicht. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich auch auf AntikOr- 
per, die mit dem erfindungsgemalian Polypeptid spezifisch reagieren, wobei die 
oben genanntan Telle des Polypaptids entweder selbst immunogen sind Oder durch 
Koppelung an geaignate Trager, wia z.B. bovines Serumalbumin. immunogen ge- 
macht bzw. in ihrar Immunoganitat gasteigert warden konnen. 

Die AntikOrper sind entweder polyklonal Oder monoklonal. Die Herstellung, die auch 
ainen Gegenstand der vorliegenden Erfindung darstallt, erfolgt beispielsweise nach 
allgamain bekannten Methodan durch Immunisiaran aines Saugatiars, beispielswei- 
se eines Kanlnchans, mit dam arfindungsgemaRen Polypeptid Oder den genannten 
Tailan davon, gegebenenfalls in Anwesanheit von z.B. Freund's Adjuvant und/oder 
Aluminiumhydroxidgelen (s. z.B. Diamond, B.A. et al. (1981) The New England 
Journal of Medicine, 1344). Die im Tier aufgrund einer immunologischen Reaktion 
antstandenen poiyklonalen Antikorper lassen sich anschlieftend nach allgemein be- 
kannten Methoden leicht aus dem Blut isolieren und z.B. uber Saulenchromatogra- 
phie reinigen. Bevorzugt wird aine Afflnitatsreinigung der Antikorper, bei der bei- 
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spielsweise das jeweilige Antigen (ZYGOCIN oder WICALTIN) kovalent an eine all- 
gemeln erhaltliche CnBr-aktivierte Sepharose-Matrix gekoppelt und zur Reinigung 
der jeweils toxinspezifischen Antikorper eingesetzt wird. 

Monoklonale AntikSrper kdnnen beispielsweise nach der bekannten Methode von 
Winter & Milstein (Winter. G. & Milstein. C. (1991) Nature, 349, 293) hergestellt wer- 
den. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Arzneimittel, das 
die erfindungsgemaflen Nukleinsauren oder die erfindungsgemaBen Polypeptide 
(einzein oder in Kombination) und gegebenenfalls geeignete Zusatz- oder Hilfsstoffe 
enthalt und ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
Mycosen, wie oberfiachliche, kutane und subkutane Dermatomykosen, Schleimhaut- 
und Systemmykosen, besonders bevozugt Candida-Mykosen, bei dem eine erfin- 
dungsgemalie Nukleinsaure oder ein erfindungsgemaSes Polypeptid mit pharma- 
zeutisch annehmbaren Zusatz- und/oder Hllfsstoffen formuliert wird. 

In Beispiel 12 ist ausgefuhrt, dass das von Stamm DSM 12865 produzierte und ge- 
reinigte Toxin WICALTIN sogar eine deutlich starkere Toxizitat auf Hefen besitzt, als 
die im Vergleich getesteten und zur Therapie von Mycosen haufig eingesetzten, to- 
pischen Antinnycotika Clotrimazol und Miconazol. 

Daher betrifft die Erfindung ebenfalls ein Arzneimittel im obigen Sinne enthaltend ein 
Antimycotlkum oder ein Proteintoxin erhaitlich aus DSM 12864 und/oder DSM 12865 
und/oder erfindungsgemalSe Polypeptide mit antimycotischer Wirkung. 

Fur die gentherapeutische Anwendung beim Menschen Ist vor allem ein Arzneimittel 
geeignet, das die erfindungsgemaHe Nukleinsaure in nackter Form oder in Form ei- 
nes der oben bescliriebenen gentlierapeutisch wirksamen Vektoren oder in mit Lipo- 
somen komplexierter Form enthalt. 

Als geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe eignen sich z.B. eine physiologische 
Kochsalzldsung, Stabilisatoren, Proteinaseinliibitoren, Nukleaseinhibitoren etc. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Diagnostikum ent- 
haltend eine erfindungsgemade Nukleinsaure, ein erfindungsgemafies Polypeptid 
Oder erfindungsgemaiie Antikorper und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder 
Hiifsstoffe und ein Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikunns zur Diagnose von 
Mycosen. wie oberfiachliche, kutane und subkutane Demiatomykosen, Schleimhaut- 
und Systemmykosen, besonders bevozugt Candida-Mykosen, bei dem eine erfin- 
dungsgennaBe Nukleinsaure, ein erfindungsgenriaiies Polypeptid oder erfindungs- 
gemade Antikorper mit geeigneten Zusatz- und/oder Hilfsstoffen versetzt werden. 

Beispielsweise konnen gemafi der vorliegenden Erfindung anhand der erfindungs- 
gemafien Nukleinsaure ein Diagnostikum auf der Basis der Polymerasekettenreakti- 
on (PCR-Diagnostik, z.B. gemali EP-0200362) Oder eines Northern und/oder 
Southern Blots, wie in Beispiel 13 naher beschrieben, hergestellt werden. Diese 
Tests beruhen auf der spezifischen Hybridisierung der erfindungsgemaiien Nuklein- 
saure mit dem komplementaren Gegenstrang ubiicherweise der entsprechenden 
mRNA. Die erfindungsgemaiie Nukleinsaure kann hierbei auch modifiziert sein, wie 
Z.B. in EP0063879 beschrieben. Vorzugsweise wird ein erfindungsgemaRes DNA- 
Fragment mitteis geeigneter Reagenzien, z,B. radioaktiv mit a-P^^-dATP oder nicht- 
radioaktiv mit Biotin, nach allgemein bekannten Methoden markiert und mit isolierter 
RNA, die vorzugsweise an geeignete Membranen aus z.B. Zellulose oder Nylon ge- 
bunden wurde, inkubiert. Zudem ist es vorteilhaft, die isolierte RNA vor der Hybridi- 
sierung und Bindung an eine Membran der Grd&e nach, z.B. mitteis Agarose- 
Gelelektrophorese, aufzutrennen. Bei gleicher Menge an untersuchter RNA aus je- 
der Gewebeprobe kann somit die Menge an mRNA bestimmt werden, die spezifisch 
durch die Sonde markiert wurde. 

Ein weiteres Diagnostikum enthait das erfindungsgemaRe Polypeptid bzw. die oben 
ndher beschriebenen immunogenen Teile davon. Das Polypeptid bzw. Telle davon, 
die vorzugsweise an eine Festphase, z.B. aus Nitrocellulose oder Nylon, gebunden 
sind, konnen beispielsweise mit der zu untersuchenden Korperflussigkeit z.B. Biut, in 
vitro in Beruhrung gebracht werden, um so beispielsweise mit Antikorper reagieren 
zu konnen. Der Antikorper-Peptid-Komplex kann anschlieRend beispielsweise an- 
hand marki rter Antihuman-IgG- oder Antihuman-lgM-Antikorper nachgewiesen 
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werden. Bei der Markierung handelt es sich beispielsweise um ein Enzym, wie Pero- 
xidase, das eine Farbreaktion katalysiert. Die Anwesenheit und die Menge an anwe- 
senden Autoimmunantikorpern kann somit tiber die Farbreaktion leicht und schnell 
nachgewiesen werden. 

Ein anderes Diagnostikum enthait die erfindungsgemaBen Antikflrper selbst. IVIit 
Hilfe dieser Antikorper kann beispielsweise eine Gewebeprobe des l\/lenschen leicht 
und schnell dahingehend untersucht werden, ob das betreffende Polypeptid vorhan- 
den ist. In diesem Fall sind die erfindungsgemalien AntikSrper beispielsweise mit 
einem En2ym, wie oben bereits beschrieben, markiert. Der spezifische Antikorper- 
Peptid-Komplex kann dadurch leicht und ebenso schnell Qber eine enzymatische 
Farbreaktion nachgewiesen werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Fungizid das die erfindungsgema- 
lien Nukleinsauren und/oder die erfindungsgemaRen Polypeptide (einzein oder in 
Kombination) und gegebenenfalls geeignete Zusatz- oder Hilfsstoffe enthalt und ein 
Verfahren zur Herstellung eines Fungizids zur Bekampfung von Schadhefen und 
Schadpiizen. bei dem eine erfindungsgemalie Nukleinsaure oder ein erfindungsge- 
malies Polypeptid mit landwirtschaftlich annehmbaren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen 
formuliert wird. 

Wie bereits beschrieben wird in einer bevorzugten Ausfuhrungsform eine transgene 
Pflanze hergestellt, welche das erfindungsgemalie Proteintoxin exprimiert. Daher 
betrifft die Erfindung ebenfalls Pflanzenzellen sowie inharent die transgene Pflanze 
als solche enthaltend die erfindungsgemalien Polypeptide und/oder Proteintoxine. 

Ein anderer Gegenstand der voriiegenden Erfindung betrifft auch einen Test zur 
Identifizierung funktioneller Interaktoren, wie z.B. Inhibitoren oder Stimulatoren, ent- 
haltend eine erfindungsgemaiie Nukleinsaure, ein erfindungsgemaiies Polypeptid 
Oder die erfindungsgemalien AntikSrper und gegebenenfalls geeignete Zusatz- 
und/oder Hilfsstoffe. 

Ein geeigneter Test zur Identifizierung funktioneller Interaktoren, insbesondere sol- 
cher, die in der sensitiven Hefezelle mit dem Proteintoxin ZYGOCIN nach SEQ ID 
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No 2 wechselwirken, ist z.B. das sogenannte 'Two-Hybrid System" (Fields. S. & 
Stemglanz. R. (1994) Trends in Genetics, 10, 286). Bei diesem Test wird eine Zelle. 
beispielsweise eine Hefezelle, mit einem oder mehreren Expressionsvektoren 
transformiert oder transfiziert, die ein Fuslonsprotein exprinnieren, das das erfin- 
dungsgemSfie Polypeptid und eine DNA-Bindedomane eines bekannten Proteins, 
beispielsweise von Gal4 oder LexA aus E. coli, enthalt und/oder ein Fusionsprotein 
exprimieren, das ein unbekanntes Polypeptid und eine Transkriptions- 
AktivierungsdomSne, beispielsweise von Gal4, Herpesvirus VP16 oder B42, enthalt. 
Zudem enthalt die Zelle ein Reportergen, beispielsweise das LacZ-Gen aus E, coli, 
"Green Fluorescence Protein" oder die Aminosaure-Biosynthesegene der Hefe His3 
Oder Leu2, das durch regulatorische Sequenzen, wie z.B. den lexA- 
Promotor/Operator oder durch eine sogenannte "Upstreann Activation Sequence" 
(UAS) der Hefe kontrolliert wird. Das unbekannte Polypeptid wird beispielsweise 
durch ein DNA-Fragment kodiert, das aus einer Genbank, beispielsweise aus einer 
humanen Genbank, stammt. UbIichenA/eise wird gleich eine cDNA-Genbank mit Hilfe 
der beschriebenen Expressionsvektoren In Hefe hergestellt, so dali der Test unmit- 
telbar danach durchgefuhrt werden kann. 

Beispielsweise wird In einem Hefe-Expressionsvektor die erfindungsgemaBe Nu- 
kleinsaure in funktloneller EInhelt an die Nukleinsaure kodlerend fDr die LexA-DNA- 
Bindedomane kionlert, so dad ein Fusionsprotein aus dem erfindungsgemaiien Po- 
lypeptid und der LexA-DNA-Blndedomane in der transformierten Hefe exprimiert 
wird. In einem anderen Hefe-Expressionsvektor werden cDNA-Fragmente aus einer 
cDNA-Genbank In funktloneller EInhelt an die Nukleinsaure kodierend fur die Gal4- 
Transkriptlons-Aktlvierungsdomane klonlert, so dali ein Fusionsprotein aus einem 
unbekannten Polypeptid und der Gal4-Transkriptlons-Aktivierungsdomane in der 
transformierten Hefe exprimiert wird. Die mit beiden Expressionsvektoren transfer- 
mierte Hefe. die beispielsweise Leu2' Ist, enthalt zusdtzllch eine Nukleinsaure. die 
fQr Leu2 kodiert, und durch den LexA-Promotor/Operator kontrolliert wird. Im Falle 
einer funktionelien Interaktlon zwischen dem erfindungsgemSBen Polypeptid und 
dem unbekannten Polypeptid bindet die Gal4-Transkriptions-Aktivierungsdomane 
Qber die LexA-DNA-BindedomSne an den LexA-Promotor/Operator, wodurch dieser 
aktlvlert und das Leu2-Gen exprimiert wird. Dies hat zur Folge, dali die Leu2" Hefe 
auf Minimalmedium, das kein Leucin enthalt, wachsen kann. 
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Bei Verwendung des LacZ- bzw. "Green Fluorescence Protein"-Reportergens an- 
stelle eines Aminosaure-Biosynthesegens kann die Aktivierung der Transkription 
dadurch nachgewiesen werden, da(i sich blau- bzw. grun-fluoreszierende Kolonien 
bilden. Die Blau- bzw. Grunfluoreszenzfarbung lafit sich aber auch leicht im Spec- 
5 trophotometer z.B. bei 585 nm im Falle einer Blaufarbung quantifizieren. 

Auf diese Weise konnen Expressionsgenbanken leiclit und schnell auf Polypeptide 
durchsucht werden, die mit dem erfindungsgemalien Polypeptid interagieren. An- 
schlieBend kOnnen die gefundenen neuen Polypeptide isoliert und weiter charakteri- 

10 siert werden. 

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit des Two-Hybrid-Systems" ist die Beeinflus- 
sung der Interaktion zwischen denn erfindungsgennaRen Polypeptid und einem be- 
kannten oder unbekannten Polypeptid durch weitere Substanzen, wie z.B- chemi- 
sche Verbindungen. Auf diese Weise lassen sich auch leicht neue wertvolle che- 

15 misch synthetisierbare Wirkstoffe auffinden, die als Therapeutikum eingesetzt wer- 
den konnen. Die vorliegende Erfindung ist daher nicht nur auf ein Verfahren zum 
Auffinden von polypeptidartigen Interaktoren bestimmt. sondern erstreckt sich auch 
auf ein Verfahren zum Auffinden von Substanzen, die mit dem oben beschriebenen 
Protein-Protein-Komplex interagieren konnen. Derartige peptidartige. wie auch che- 

20 mische Interaktoren werden daher im Sinne der vorliegenden ErRndungs als funktio- 
nelle Interaktoren bezeichnet, die eine inhibierende oder eine stimulierende Wirkung 
haben konnen. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung der 
25 Protelntoxine mittels Kultivierung und Sekretion der Proteintoxine in ein Medium, 
welches ein synthetisches Kulturmedium (BAVC-Medium) darstellt, das eine chro- 
matographische Reinigung der sezemierten Toxine, beispielsweise mittels Ultrafil- 
tration und Kationenaustausch-Chromatiographie und/oder Affinitats- 
Chromatographie an Laminarin-Sepharose und/oder Mannoprotein-Sepharose, 
30 wesentlich erieichtert [VgL Beispiel 1 sowie Anhang zu Beispielen]. Im Falle des von 
Stamm DSM 12865 produzierten und sezemierten WICALTINS ladt sich eine weite- 
re Steigerung in der Toxinproduktion erreichen, wenn das Medium durch Zusatz von 
des pflanzlichen (und allgemein erhflltlichen) p-1 ,3-D-Glukans Laminarin in einer 
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Endkonzentration von 1 % supplementiert wird. Wie in Beispiel 14 ausgefiihrt, fuhrt 
der Zusatz von Laminarin zum Kulturmedium zu einer Induktion der WICALTIN- 
Produktion, die durch Northem-Analysen auf eine Induktion der Transkription zu- 
ruckgefuhrt werden konnte. 

Zur Produktion des von DSM 12864 sezernierten Toxins ZYGOCIN kann syntheti- 
sches B-Medium eingesetzt werden [Vgl. Radler et al.. 1993]. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung ohne die Erfin- 
dung auf diese Beispiele zu begrenzen. 

Beispiele 
Beispiel 1: 

Isolierung, Anrelcherung und Relnigung des anti-Cand/da-Toxins WICALTIN 
aus Kulturuberstanden der Killerhefe W. calif ornica Stamm 3/57 (DSM 12865) 
Das von der Killerhefe W. californica 3/57 sezemierte Killertoxin WICALTIN zeigt im 
Agardiffusionstest auf Methylenblau-Agar gegen sensitive Hefen eine optimale 
Hemmwirkung bei pH 4,7 und 20**C, In synthetischem Flussigmedium zeigt die Kil- 
lerhefe W. californica Stamm 3/57 eine maximale Toxinproduktion bei Kulttvierung in 
BAVC-Medium (pH 4,7). Zur Toxinanreicherung wurde die Killerhefe zunSchst fur 24 
h in 5 ml YEPD-Medium bei 30*^0 unter SchQtteIn inkubiert, anschlieftend vollstandig 
in 200 ml BAVC-Medium uberfUhrt und emeut 48 h bei 20°C auf dem Schuttler (140 
Upm) kultivlert. VIer Hauptkulturen zu je 2,5 I BAVC-Medium (pH 4,7 in 5 I Erien- 
meyer-Kolben) wurden mit der zweiten Vorkultur beimpft (1%-iges Inokulum) und 
fQnf Tage bei 20'*C unter leichtem Schuttein (60 Upm) bebrtitet. Zur Konzentrierung 
des sezemierten Killertoxins wurde der zellfreie KulturQberstand bei +4*'C und einem 
Druck von 1 bar durch Ultrafiltration an Polysulfons§ure-Membranen ('EasyFlow' [Fa. 
Sartorius]; AusschluBgrenze 10 kDa) 200-fach auf ein Volumen von 50 ml eingeengt. 
Zur Entfemung niedermolekularer Verbindungen und Entsalzung des so gewonne- 
nen Konzentrates wurde das Toxin uber Nacht bei +4**C im Dialyseschlauch (Aus- 
schluBgrenze 10-20 kDa) gegen 5 mM Citrat-Phosphat-Puffer (pH 4.7) dialysiert. Zur 
Lagerung des Toxinkonzentrates wurde das dialysierte Praparat uber eine 0,2 jjm 
Membran sterilfiltriert und in 1 ml Aliquots bei -20*'C eingefroren. 
Nachweis und Eichung der Toxinaktivitat erfolgten im Agardiffusionstest auf Methy- 
lenblau-Agar (MBA; pH 4,7) gegen die sensitive Indikatorhefe Saccharomyces cere- 
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visiae 192.2d. Hierzu wurden vom Toxinkonzentrat logarithmische Verdunnungsstu- 
fen in 0,1 M Citrat-Phosphat-Puffer (pH 4,7) hergestellt und zu jeweils 100 pi in zuvor 
ausgestanzte Ldcher (Lochdurchmesser 9 mm) einer mit der sensitiven Indikatorhefe 
beimpften MBA-Platte (2x10^ Zellen/ml) einpipettiert. Nach dreitagiger Bebrutung der 
Platten be! 20^*0 wurden die deutlich sichtbaren Hemmhdfe ausgemessen. Hierbei 
zeigte sich, dall zwischen dem Hemmhofdurchmesser und dem Logarithmus der 
Toxinkonzentratlon eine lineare Beziehung besteht. Einem (um den Lochdurchmes- 
ser korrigierten) Hemmhofdurchmesser von 20 mm wurde eine willkQrIiche Toxinak- 
tivitat von 1x10^ Einheiten/ml zugeordnet 

Die Reinigung des konzentrierten WICALTINS erfolgte entweder durch Kationen- 
austausch-Chromatographie an Bioscale-S (FPLC) Oder durch Affinitats- 
Chromatographie an einer epoxyaktivierten Sepharose-6B-Matrix (Fa. Pharmacia), 
an die zuvor das pflanziiche p-1 ,6-D-Glukan Pustulan gekoppelt wurde. Das auf die- 
se Weise in seiner spezifischen Aktivitat 625-fach angereicherte Toxinpraparat (Ta- 
belie 1) wargelelektrophoretisch rein und zeigte nach SDS-PAGE (im 10-22%-igen 
Gradientengel) nur noch eine einzeine Bande bei etwa 37 kDa, die gleichermafien 
mit Coomassie-Blau (Proteinfarbung) und Perjodsaure-Schiffs-Reagenz (PAS; Koh- 
lenhydratfarbung) nachweisbar war. Die positive PAS-Farbung deutet auf eine po- 
tentielle N-Glykosylierung des anti-Cand/da-Toxins WICALTIN hin. Durch Behand- 
lung des gereinigten Toxins mit Endoglykosidase-H konnte bestatigt werden, da(i 
WICALTIN einen N-glykosidisch verknupften Kohienhydratanteil von etwa 3 kDa be- 
sitzt, der in dieser GroUe in Hefe ebenfalls auf eine einzige N-Giykosylierungsstelle 
Im Protelntoxin hindeutet. Da das deglykosylierte WICALTIN eine deutlich einge- 
schrdnkte Toxizitdt aufweist, kann gefolgert werden, da& der Kohienhydratanteil von 
WICALTIN vermutlich fur die Bindung an die sensitive Zielzelle notwendig ist und 
dadurch indirekt die biologische Aktivitdt des Toxins beeinflu&t 



Tabeile 1 : Anreicherung von WICALTIN aus dem Kulturuberstand der Killerhefe 14^/- 
liopsis califomica [UF, Ultrafiltration] 
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Beispiel 2: 

Bestimmung der NH2-terminalen Aminosauresequenz von WICALTIN und 
Nachweis einer enzymatischen p-1,3-Glukanase-Aktivitat 
Durch N-terminale Aminosduresequenzierung des gereinigten Killertoxins wurden 
die ersten zehn Aminosauren bestimmt. Wie aus Figur 1 zu erkennen ist, weist der 
N-Terminus von WICALTIN eine signifikante Homologie zum Aminoterminus der 
vom BGL2 Gen der Hefe Saccharomyces cerevisiae kodierten Endo-p-1,3- 
Glucanase auf. 

Aufgrund der ermittelten Homologie von WICALTIN zu Bgl2 wurde untersucht, ob im 
ungereinlgten Toxinkonzentrat sowie im gereinigten Toxinpraparat eine Glucanase- 
Aktivitat nachweisbar ist. Sowohl im enzymatischen Test mit dem p-1 ,3-D-Glucan 
Laminarin als Substrat als auch im Fluoreszenztest mit 4-Methyl-Umbelliferyl-p-D- 
Glucosid (MUC) als Substrat konnte in den WICALTIN-Praparaten eine deutliche p- 
1 ,3-D-Glukanaseaktivitat nachgewiesen werden; das ebenfalls getestete p-1,6-D- 
Glukan Pustulan wurde durch WICALTIN nicht hydrolysiert. 

Beispiel 3: 

Oberleb nsraten WICALTIN-behandelter H fezeli n in Geg nwart und Abwe- 
senheit von Zellwand-Giukan n: Kompetitionsanalys n 
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Sensitive Hefezellen des Stammes S. cerevisiae 192.2d. die in YEPD- 
Flussigmedium (pH 4,7) bei 20*'C in Gegenwart von 1x10^ E/ml gereinigtem 
WICALTIN kultiviert warden, zeigten die in Figur 2 dargestellte Abtotungskinetik. 
Durch Zusatz des pflanzlichen p-1,6-D-Glukans Pustulan konnte die Oberiebensrate 
5 toxinbehandelter Hefezellen signifikant gesteigert werden und fQhrte in Konzentra- 
tionen von 10 mg/ml zu einer vollstandigen Aufhebung der WICALTIN-Toxizitat. Im 
Unterschied zu Pustulan war das p-1,3-D-Glukan Laminarin nicht in der Lage, die 
Oberiebensrate der toxinbehandelten Hefen zu steigern (FIgur 2). 
Die dargestellten Befunde lassen somit darauf schlieKen, dafl die Wirkung von 

10 WICALTIN eine Bindung an p-1,6-D-Glukane erfordert, die als primare Andockstel- 
len (Toxinrezeptoren) der Hefezellwand fungieren. In Gbereinstimmung hiermit 
konnte gezeigt werden, dafi sich Hefen mit einer Deletion im chromosomaien KRE1- 
Genlocus toxinresistent verfialten und nach Retransformation mit einem KREI- 
tragenden episomalen Vektor wieder toxinsensitiv werden (Figur 3). In kre1 Mutan- 

15 ten beruht die Toxinreslstenz auf einem deutlich verringerten p-1 ,6-D-Glukangehalt 
und einer dadurch bedingten Verringerung der zur letalen Wirkung notwendigen To- 
xinbindung an die Hefezelloberflache. 

Belsplei 4: 

20 Wirkungs- und Abtotungsspektren von WICALTIN 

Im Agardiffusionstest zeigte das gereinigte VVl califomica Toxin WICALTIN eine aus- 
gepragte Toxizitat gegen die in Tabelle 2 dargestellten Hefen. Mit Ausnahme von 
drei Stammen der Hefe Candida krusei wurden alle 22 getesteten, kiinlschen Pati- 
entenisolate sowie alle weiteren KontrollstSmme humanpathogener Candida-Arien 
25 sehr effektiv durch WICALTIN abgetotet. Mit 14 toxinsensitiven Hefearten aus insge- 
samt 10 verschiedenen Gattungen zeigt WICALTIN ein fur Killertoxine ungewohnlich 
breites Wirkungsspektrum. 

Tabelle 2: Wirkungsspektrum von WICALTIN auf pathogene und apathogene Hefen 
30 unterschiedlicher Gattungen. Alle Stamme wurden im Agardiffusionstest (MBA; pH 
4.7) gegen gereinigtes WICALTIN getestet. Die applizierte Toxinaktivitat betrug in 
alien Fallen 1x10® E/ml. Der Stamm C. tropicalis (Patientennummer 541965) 
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stammte von dem Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universi 
tatsklinik Mainz. 



Hefestamm 


Phanotyp 


Hemmhofdurchmesser 
[mm] 


Candida albicans ATCC 1 0231 


S 


11 


C. glabrata NCYC 388 


S 


12 


C. krusei 185 


R 


0 


C. tropicalis Patientennummer 


S 


11 


541965 






Debaryomyces hansenii 223 


S 


16 


Hanseniaspora uvarum ATCC 


R 


0 


64295 






Hasegawaea Japonica var. Versa- 


R 


0 


tilis 191 








S 


22 


Kluyveromyces lactis CBS 






2359/152 






K. marxianus C 8,1 


R 


0 


Metschnikowia pulcherrima K/31 


S 


8 


B6 






Pichia anomala 245 


S 


17 


P. farinosa 258 


R 


0 


P. Jadinii 251 


S 


6 


P. kluyveri ATCC 64301 


R 


0 


P. membranaefaciens NCYC 333 


R 


0 


Saccharomyces cerevlsiae 






192.2d 


S 


30 


381 


S 


23 


ATCC 42017 (K1-Superkiller) 


S 


19 


NCYC 738 (K2-Killer) 


S 


14 


452 (= NCYC 1006) 


S 


16 


Saccharomycodes ludwigii 240 


R 


0 


Schizosaccharomyces pomb 


R 


0 
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CBS1042 








Q 
O 


4 -1 

J 1 


Torulospora delbrueckii 208 


S 


18 


7. pretoriensis 186 


s 


10 


Yarrowla lipolytica 271 


s 


8 


Zygosaccharomyces bailii 412 


s 


23 



Beispiel 5: 

Klonierung, Sequenzierung und molekulare Charakterisierung des WICALTIN- 
codierenden kVC7-Gens der Hefe W. calif ornica Stamm 3/57 (DSM 12865) 
Aufbauend auf der N-terminalen Aminosauresequenz von WICALTIN wurden spezi- 
fische DNA-Oligonukleotide hergestellt. die zur Identifizieaing und Klonierung sowie 
zur molekularbiologischen Charakterisierung des chromosomal lokalisierten Toxin- 
gens I1/C7fuhrten. Die DNA-Sequenz von IVC7(SEQ ID No. 1) zeigt einen einzel- 
nen offenen Leserahmen, der fDr ein potentiell N-glykosyiiertes Protein aus 309 
Aminosauren und einem errechneten Molekulargewicht von 34.017 Da kodlert. Un- 
tersuchungen zur Wiricung des M/C7-kodierten Killertoxins machten deutlich, daft es 
sich bei WICALTIN um ein fOr Hefen aufterst toxisches Glykoprotein handelt, dessen 
primSres "target" die In Hefen vorkommenden Zellwand-p-1 ,3-D-Glukane sind. Seine 
selektive Toxizitat auf Hefen und Pilze beruht darauf, daft WICALTIN in der sensiti- 
ven Zlelzelle die Struktur und/oder Integritat der Zellwand zerstdrt und Hefen somit 
an ihrer empfindlichsten Stelle angreift und letztiich auch abtdtet. 

Beispiel 6: 

Anreicherung und Reinigung des Virustoxins ZYGOCIN aus Kulturuberstanden 
der Klllerhefe Z bailii Siamm 412 (DSM 12864) 

Das vimskodierte Killertoxin ZYGOCIN der Hefe Z. ba//// Stamm 412 wurde entspre- 
chend der von Radler et ai (1993) beschriebenen Methode aus dem Kulturuber- 
stand der Killerhefe isoliert, durch Ultrafiltration konzentriert und schlieftlich durch 
Affinitats-Chromatographie gereinigt. Die in voriiegender Studie entwickelte Reini- 
gung von ZYGOCIN in nur einem Schritt nutzt die naturiiche Affinitat des Toxins zu 
Zellwand-Mannoproteinen sensitiver Hefen. Das nach einer von Schmrtt & Radler 
(1997) beschriebenen Methode aus S. cerevisiae Stamm 192.2d isolierte und teilge- 
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reinigte Mannoprotein wurde kovalent an eine epoxyaktivierte Sepharose-6B-Matrix 
(Fa. Pharmacia) gekoppelt und mittels FPLC zur saulenchromatographischen Toxin- 
reinigung eingesetzt. Nach SDS-PAGE zeigte das in dieser Weise gereinigte, biolo- 
gisch hoch aktive ZYGOCIN eine einzelne Proteinbande mit einem apparenten Mo- 
5 lekulargewicht von etwa 10 kDa (Figur 4). 

Beispiel 7: 

Wirkungs- und Abtotungsspektrum von ZYGOCIN 

Das im Agardiffusionstest bestimmte Wirkungsspektmm des viralen ZYGOCINS der 
10 Hefe Z. da//// 412 (DSM 12864) umfaUt pathogene und apathogene Hefegattungen, 
von denen Candida albicans und Sporothrix schenkii als Krankeitserreger bei 
Mensch und Tier, und Ustilago maydis und Debaryomyces hansenii als Schadhefen 
in der Landwirtschaft und im Lebensmittelbereich gefurchtet sind (Tab. 3). 

15 Tabeile 3: Wirkungsspektrum von ZYGOCIN auf pathogene und apathogene Hefen 
unterschiedlicher Gattungen. Alle Stamme wurden im Agardiffusionstest (IVIBA; pH 
4,5) gegen ein ZYGOCIN-Praparat mit einer Aktivitat von 1x10^ E/ml getestet. 



ZYGOCiN-sensitive Hefen 


Relativer Grad der Sensitivitat 


Saccharomyces cerevisiae 


++ 


Candida albicans 




Candida knisei 


++ 


Candida glabrata 


++ 


Candida vinii 


+ 


Hanseniaspora uvamm 


++ 


Kluyveromyces mancianus 


+ 


Metschnikowia pulctiemma 


+ 


Ustilago maydis 


++ 


Debaryomyces liansenii 


++ 


Pichia anomala 


++ 


Pichia jadinii 


+ 


Picfjia membranefaciens 


+ 


Yarrowia lipolytica 


+ 


Zygosacct)ammyces rouxii 


++ 
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Beispiel 8: 

Klonierung und Sequenzierung des ZYGOCIN-codier nden ZBT-Gens (ZBT) 
der Hefe Z. bailii Stamm 412 (DSM 12864} 

Die cDNA-Synthese des toxincodierenden Doppelstrang-RNA-Genoms der Killer- 
hefe Z. bailii 412 erfolgte in Anlehnung an die von Schmitt (1995) beschriebene Me- 
thode mit gereinigter, durch Methylqueclcsilberhydroxld denaturierter M-dsRNA als 
Matritze und verschiedenen Hexanukleotiden als Primem*. Nach Ligation in den 
EcoRI-restringierten Vektor pUC18, Transformation in £. coli und Isolierung der re- 
kombinanten Plasmide konnten mehrere cDNA-Klone identifiziert und sequenziert 
werden. Die cDNA-Sequenz des ZYGOCIN-kodierenden Leserasters (SEQ ID No 2) 
enthait die genetische Information fOr ein Voriauferprotein (Pro-Toxin) aus 238 Ami« 
nosauren, welches in Aminosaureposition RR^^^ eine potentielle Kex2- 
Endopeptidase-Spaltsteile tragt. Durch die in vivo im spaten Golgi-Stadium erfolgen- 
de Kex2-vermittelte Pro-ZYGOCIN-Prozessierung entsteht das biologisch aktive 
ZYGOCiN, dessen Molekulargewicht (10 kDa; 99 Aminosauren) und N-terminale 
Aminosauresequenz exakt mit den fflr das gereinigte ZYGOCIN ermittelten Werten 
ubereinstimmen. 

Eine heterologe Expression der ZBT-cDNA in der Hefe S. cerevisiae fiihrte aufgrund 
der Toxizitat von ZYGOCIN dazu. daB sich die transformierten Hefen durch ihr eige- 
nes Toxin abtoteten. In Zukunft wird eine heterologe ZYGOCIN-Expression in der 
toxinresistenten Spalthefe Schizosaccharomyces pombe angestrebt, da wie am Bei- 
spiel des viralen K28-Toxins bereits gezeigt werden konnte, dafi sich die Spalthefe 
besonders gut zur Expression und Sekretion von Fremdproteinen eignet. 

Beispiel 9: 

Expression der Toxingene WCT und ZBTin transgenen Pflanzen 

Da die beschriebenen Killertoxine WICALTIN und ZYGOCIN ein breites Wirkungs- 
spektrum besitzen und auch pflanzenpathogene Hefen und Pilze abtdten, sollte es 
mdgiich sein transgene Pflanzen zu konstruieren, die sich beispielsweise gegenuber 
einer Infektion mit dem Mais-pathogenen Erreger UstHago maydis resistent verbal- 
ten. Ahnliche Versuche wurden bereits an Tabak-F'flanzen durchgefuhrt, die durch 
heterologe Expression des naturiicherweise viral kodierten Killertoxins KP4 von U. 
maydis in der Lage waren, das betreffende Killertoxin zu sezemieren und dadurch 
einen spezifischen Schutz gegen Infektionen mit bestimmten phytopathogenen 
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Stammen von U. maydis aufbauten (Park et ah, 1996; Kinal et al., 1995; Bevan, 
1984). Aufbauend auf kommerziell erhSltlichen Transformatlonssystemen, die auf 
modifjzierten Derivaten des naturlichen Ti-Plasmids von Agmbacterium tumefaciens 
beruhen. konnen die von uns klonierten Toxingene WCT und ZBT in sogenannte 
bidirektionale pBl-Vektoren (Fa. CLONTECH) einkloniert und zur Herstellung trans- 
gener Pflanzen eingesetzt werden. Die betreffenden Toxingene WCT und ZBTwer- 
den hierzu unter Transkriptionskontrolle des starken Blumenkohl-Mosaikvirus- 
Promotors (CaMV-P) gebracht. Der Aufbau der zu konstaiierenden Vektoren ist in 
Figur 5 schematisch dargestellt. 

Beispiel 10: 

Heterologe Expression des WtCALTIN-kodierenden bVCr-Gens der Hefe W, ca- 
lif ornica 3/57 (DSM 12865) in S. cerevisiae 

Zur heteroiogen Expression des WCT-Gens in der Hefe S. cerevisiae wurde das 
WICALTIN-kodierende WCT-Gen als 930 bp EcoRl/Smal-Fragment in den allgemein 
erhaitlichen 2m Vektcr pYX242 einkloniert. Der resultierende Vektor pSTH2 (Figur 6) 
enthalt das Toxingen unter Transkriptionskontrolle des hefeeigenen Triose- 
Phosphat-lsomerase-Promotors (TPI) und ermoglicht dadurch nach Transformation 
in Hefe (S. cerevisiae) eine konstitutive Expression von WiCALTIN. Eine geielektro- 
phoretische Analyse des Kulturuberstandes der auf diese Weise erhaltenen Hefe- 
transformanten zeigte, dad das rekombinante WICALTIN in das Audenmedium se- 
zemiert wird und eine dem homologen WICALTIN (aus Wildtyp-Stamm DSM 12865) 
entsprechende p-1 ,3-D-Glukanase-Aktivitdt besitzt (Figur 6). 

Beispiel 11: 

Versuche zur heteroiogen Expression von WICALTIN und ZYGOCIN in der 
Spalthefe Schizosaccharomyces pombe 

Da sich die Spalthefe sowohl als intakte Zelle als auch als zeiwandfreier Spha- 
eroplast resistant gegen WICALTIN und ZYGOCIN verhSlt. ist sie als Wirt zur he- 
teroiogen Expression der betreffenden Toxine geeignet Um zu gewahrieisten, daf^ 
die rekombinanten Toxine von der Spalthefe nicht nur exprimiert, sondem gleichzei- 
tig auch in den intrazelluldren Sekretionsweg eingeschteust und damit in das Au- 
Qenmedium sezenniert werden, wurde ein Vektor konstruiert (pTZct/y; Figur 7), der 
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ein in S. pombe funktionelles Sekretions- und Prozessierungs-Signal (S/P) tragt, 
welches aus der cDNA des viralen K28-Praprotoxingens der Hefe S. cerevisiae 
stammt [Vgl. Schmitt, 1995; Schmitt & Tipper, 1995]. Das Sekretions- und Prozessie- 
rungssignal gewahrleistet, dafi das jeweils *in-frame' nachgeschaltete Fremdprotein 
in der Spalthefe in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums importiert und 
damit in den Sekretionsweg der Hefe eingeschleust wird. Durch die am C-Terminus 
der S/P-Region vorhandene Kex2p-Spaltstelle wird das gewunschte Fremdprotein in 
einem spSten Goigi-Kompartiment durcii die hefeeigene Kex2p-Endopeptidase von 
seinem intrazellularen Transport-Vehikel' abgespalten und kann schiief^licii als bio- 
logisch aktives Protein (ZYGOCIN und/oder WICALTIN) in das Aulienmedium se- 
zemiert werden. 

Beispiei 12: 

Vergleichende biologische Aktivitaten von gereinigtem WICALTIN und der to- 
pischen Antlmycotika Clotrimazol und Miconazol 

Da gereinigtes WICALTIN ein breites Wirkungsspektrum besitzt und auch hu- 
manpathogene Hefen und/oder Pilze effektiv abtotet, kommt ihm eine Bedeutung als 
potentielles Antimycotikum zu. Daher wurden mil WICALTIN vergleichende Studien 
zu den derzeit sehr haufig eingesetzten topischen Antimycotika Clotrimazol und Mi- 
conazol durchgeftihrt. Zunachst wurde die toxische Wirkung von Clotrimazol und 
Miconazol im MBA-Agardiffusionstest gegen Sporothrix spec, als Indikatorhefe gete- 
stet Hierzu wurde Clotrimazol in einer Konzentration von 10 mg/ml in Ethanol (96%) 
gelost; diese Stammlosung wurde mit H20bidest verdunnt und in Konzentrationen von 
0,1 bis 10 mg/ml zu je 100 pi im MBA-Test eingesetzt. Der Hemmhofdurchmesser 
lag bei einer eingesetzten Menge von 10-50 jjg Clotrimazol zwischen 12 und 32 mm. 
Von Miconazol wurde eine Stammtdsung von 100 |jg/nil in DMSO (100%) herge- 
stellt, die in gieicher Weise wie Clotrimazol im MBA-Test auf biologische Aktivitat 
gegen Sporothrix spec, untersucht wurde. Der Einsatz von 0,08-0,3 pg Miconazol 
fQhrte im 'Bioassay' zu Hemmhdfen zwischen 22 und 36 mm. Die bioiogischen Aki- 
vitaten von 1 0 pg Clotrimazol bzw. von 0,08 pg Miconazol entsprechen somit der 
Toxizitat von 2 pg gereinigtem WICALTIN. Ein auf das Molekulargewicht der drei 
getesteten Verbindungen basierender Vergleich zeigt, da& WICALTIN bereits in ei- 
ner Konzentration von 0,07 pmol die gleiche AktivitSt zeigt wie 0,2 pmol Miconazol 
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und 29 pmol Clotrimazol; bei WICALTIN handelt es sich somit um ein uberaus wirk- 
sames Antimycotikum (Figur 8). 

Beispiel 13: 

Nachweis des WICALTIN-kodierenden M^Cr-Gens der Hefe W. californica 3/57 
(DSM 12865) durch Southern-Hybridisierung mit genspezifischen DNA-Sonde. 
Zum Nachweis, daR die Nukleinsaure nach SEQ ID No. 1 zur Herstellung einer 
WICALTIN-spezifischen DNA-Sonde fur eine anschlleBende Southern- 
Hybridisierung eingesetzt werden kann, wurde eine DlG-markierte, 930 bp lange 
DNA-Sonde zum Nachweis des in den Vektor pSTH1 einklonierten WCT-Gens ein- 
gesetzt. Der konstmierte Vektor pSTHI reprasentiert ein Derivat des allgemein er- 
haltlichen, prokaryotischen Klonierungsvektors pBR322. 
Die in Figur 9 dargestellte Agarosegelelektrophorese und der entsprechende 
Southern-Blot zeigen zweifelsfrei, dalS mit der hergesteilten Nukleinsauresonde, das 
WICALTIN-kodierende IA^C7-Gen nachgewiesen werden kann. 

Beispiel 14: 

Northern-Blot Analyse zum Nachweis elner Transkriptions-lnduktion des 
WICALTIN-kodierenden WCT-Gbus der Hefe Williopsis californica 3/57 (DSM 
12865) durch p-1,3-D-Glukane 

Zum Nachweis einer p-1,3-D-Glukan-induzierten M/Cr-Transkription wurde der He- 
festamm DSM 12865 in 300 ml BAVC-Medium bzw. in BAVC-Medium mit Zusatz 
von 0.03 % des pflanzlichen p-1 .3-D-Glukans Laminarin far48 h bei 20°C und 
leichtem SchQtteIn (60 Upm) kultiviert und nach unterschiedlichen Zeiten zur Prapa- 
ration der Gesamt-RNA eingesetzt. Alle Proben (10 ml) wurden vor der RNA- 
Isoliemng auf eine gleiche Zellzahl von 1.8 x 10® Zellen/ml eingestellt und in denatu- 
rierenden Agarose-Formaldehydgelen elektrophoretisch aufgetrennt. Wie aus Figur 
10 zu erkennen ist, konnte sowohl unter nicht-induzierenden Bedingungen (BAVC- 
Medium ohne Zusatz) als auch im Laminarin-supplementierten BAVC-Medium fur 
das H/CT-Transkript eine GroRe von 1.100 Basen nachgewiesen werden. Ohne Glu- 
kanzusatz wurde gegen Ende der exponentiellen Wachstumsphase (nach 19 h) eine 
maximale IVCr-Expression erreicht; die in der stationaren Wachstumsphase deutlich 
schwacher werdenden Hybridisierungssignale deuten auf eine abgeschwachte Tran- 
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skription hin. Unter induzierenden Kulturbedingungen (in Gegenwartvon Laminarin) 
zeigte das M/C7-Transkript nach 10 h eine deutiich hohere Intensitat als in der nicht- 
induzierten Kultur, so da(i gefolgert werden kann, daB die Transkription des 
WICALTIN-kodierenden WCT-Gens durch Zusatz von p-1,3-D-Glukanen induziert 
werden kann. 

Anhang Beispiele: 

Venvendete Medien und Losungen in den Belspielen: 

a. ) BAVC-Medium 
Glucose 50 g/l 
D,L-Malat 20 g/l 
tri-Natriumcitrat 0,5 g/l 
(NH4)2S04 1,5 g/l 
MgS04 1,0 g/l 
CaCb 0,5 g/l 
myo-lnosit 0,04 g/l 

Aminosaure-Stammlosung (10 x) 200 ml/1 
Spurenelemente-Stammlosung (1 00 x) 10 ml/1 
Vitamin-Stammlosung (100 x) 20 ml/I 

Mit: 

b. ) Aminosaure-Stammlosung (10 x) 

Alanin 0,75 g/l 

Arglninmonohydrochlorid 3,5 g/l 
Asparaginsdure 0,5 g/l 
Glutaminsdure 3 g/l 
Histidiniummonochlorid 0.2 g/l 
Methionin 0,4 g/l 
Serin 0,5 g/l 

Threonjn2 g/l 
Tryptophan 0,4 g/l 
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c. ) Spurenelement-Stammldsung (100 x) 

Borsdure 200 mg/l 
FeCIa X 6 H2O 200 mg/l 
ZnS04 X 7 H2O 200 mg/l 
AICI3 200 mg/l 

CUSO4 X 5 H2O 1 00 mg/l 
Na2Mo04 X 2 H2OIOO mg/l 
LI2SO4XH2OIOO mg/l 
KJ 100 mg/l 
Kaliumhydrogentartrat2 g/l 

d. ) Vitamin-Stammlosung (100 x) 

4-Aminobenzoesaure 20 mg/l 
Biotin 2 mg/l 

Folsaure 2 mg/l 
Nicotinsaure 100 mg/l 
Pyridoxolhydrochlorid 100 mg/l 
Riboflavin 50 mg/l 
Thiaminiumdichlorid 50 mg/l 
Ca-D-Panthothenat 1 00 mg/l 

Biotin: in 5 g KH2PO4/5O ml Aqua dest. losen. 

Folsdure: in 50 ml Aqua dest unter Zusatz von einigen Tropfen verdunnter NaOH 
Idsen. 

Riboflavin: In 500 ml Aqua dest und einigen Tropfen HCI unter Erwarmen losen. 
Die ubrigen Vitamine sind in wenig Aqua dest. loslich. 

Der pH-Wert des BAVC-Mediums wurde durch Zusatz von KOH auf pH 4.7 einge- 
stent Glucose und Stammlosungen wurden getrennt voneinander steriiisiert. Ami- 
nosaure-. Vitamin- und Spurenelement-Stammiosungen wurden 20 Minuten im 
stromenden Dampf bei lOO^C steriiisiert und danach dem autoklavierten BAVC- 
Medium zugesetzt. 
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Figuren und di wichtigsten Sequ nzen 

SEQ ID No. 1: DNA- und abgeleitete Aminosaure-Sequenz des VVCT-kodierten 
Proteintoxins WICALTIN der Hefe Williopsis californica Stamm 3/57. 

SEQ ID No. 2: cDNA- und abgeleitete Aminosaure-Sequenz des ZBr-kodierten 
Proteintoxins ZYGOCIN der Hefe Z. bailii 

Figur 1: N-terminale AminosSuresequenzen des W. californica Toxins WICALTIN 
und der Endo-p-1 .3-Glucanase Bgl2 der Hefe S. cerevisiae. Im Fettdruck ist die ein- 
zige Abweichung der ansonsten identischen Teilsequenzen dargestellt (Bgl2p- 
Sequenz nach Klebl & Tanner, 1989) 

FIgur 2: AbtStungskinetik WICALTIN-behandelter Zellen der sensitiven Hefe S. ce- 
revisiae 192.2d in Gegenwart (2a)und Abwesenheit (2b)der p-D-Glukane Laminarin 
(L) und Pustulan (P). Das eingesetzte Toxin hatte eine Gesamtaktivitat von 4,0 x 10* 
E/ml bei einer spezifischen Aktivitat von 4,2 x 10* E/mg Protein. 

FIgur 3 (a,b,c,d): Agardiffusionstest zum Nachweis einer WICALTIN- 
Sensitivitat /Resistenz in Krel"^ und Krel" Stammen der Hefe S. cerevisiae. Durch 
Transformation der WICALTIN-resistenten i<re1 Nullmutante S. cerevisiae 
SEY6210[A/c/Tef] mit dem /CRE^-tragenden Vektor pPGK[KRE1] wird die voile 
WICALTIN-Sensitivitatwiederhergestellt. 

FIgur 4: (A) Gelelektrophoretische Analyse (SDS-PAGE) des von der Hefe Z. tyailii 
Stamm 412 (DSM 12864) produzierten und sezemierten ZYGOCINS nach Affinitats- 
Chromatographie an Mannoprotein-Sepharose. (B) Agardiffusionstest zum Nachweis 
der biologischen Aktivitat des gereinigten Killertoxins ZYGOCIN. 

FIgur 5: Schematischer Aufbau eines ZBT- bzw. tVCT-tragenden Expressionsvek- 
tors zur Hersteliung transgener Pflanzen. 

[Erkiarungen: RB, LB: 'right and left border'-Sequenzen des naturllchen Ti-Plasmids 
von Agrobacterium tumefaciens; CaMV-P: 35S Promotor des Biumenkohl- 
Mosaikvirus; NOS-P, NOS-T: Transkriptions-Promotor und -Terminator der Nopalin- 
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Synthase; kan^: Kanamycin-Resistenzgen aus Streptococcus zur Selektion in E. coli\ 
NPT-II: Neomycin-Phosphotransferasegen aus dem Transposon Tn5 zur Selektion 
in Pflanze], 

5 Figur 6: (A) Partielle Restriktionskarte des episomalen Vektors pSTH2 zur heterolo- 
gen Expression des WICALTIN-kodierenden Toxingens WCT 'xu der Hefe Saccha- 
romyces cerevisiae, Vektor pSTH2 ist ein konstruiertes Plasmid auf der Basis des 
kommerziell erhaltlichen 2 p Multi-Copy-Vektors pYX242, in welches das WCT-Gen 
aus Stamm DSM 12865 als 930 bp EcoRI/Smal-Fragment einkloniert wurde. Das 
10 betreffende Toxingen steht unter Transkriptionskontrolle des hefeeigenen TP/- 

Promotors und ermoglicht dadurch nach Transformation in S. cerevisiae eine starke 
und konstitutive Expression von WICALTIN. 

(B) Gelelektrophoretische Analyse (SDS-PAGE; 10-22,5 %-iges Gradientengel) kon- 
zentrierter Kulturuberstande von S. cerevisiae nach Transformation mit dem kon- 

15 struierten WICALTIN-Expressionsvektor pSTH2 (Spur 1) und dem Grundvektor 

pYX242 (Spur 2). Das in S. cerevisiae heterolog exprimierte WICALTIN ist mit einem 
Pfeil gekennzeichnet. 

(C) Nachweis einer extrazellulSren p-1 .3-D-Glukanase-Aktivitat der Hefe S. cerew- 
s/ae nach Transformation mit dem WICALTIN-exprimierenden Hefevektor pSTH2. 

20 Zur Bestimmung der Exo-p-1 ,3-D-Glukanase-Aktivitat wurden die auf leucinfreiem 
SC-Agar kultivierten Hefekolonien mit 0,04% 4-Methylumbelliferyl-p-D-Glucosid 
(MUG) in 50 mM Na-Acetat-Puffer (pH 5,2) bespruht. Nach einer Inkubation bei 37'*C 
fur 30 min wurden die Agarplatten mit UV-Llcht (Welleniange 254 nm) bestrahlt. Die 
Glucanase-Aktivitat wurde aufgrund der MUG-Hydrolyse durch Fluoreszenz nach- 

25 gewiesen. 

[Erklarungen: 1 und 4, S. cerevisiae transformiert mit einem Vektor (pEP-WCT), der 
das WICALTIN-kodierende WCT-Gen unter dessen eigenem Promoter exprimiert; 2, 
Wildtyphefe W, califomica 3/57 (DSM 12865); 3, Wildtyphefe W, califomica 3/111; 5. 
S. cerevisiae nach Transformation mit dem WICALTIN exprimierenden Vektor pYX- 
30 WCT; 6, S. cerevisiae transformiert mit dem Grundvektor pYX242 (ohne Toxingen)] 
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FIgur 7: Schema des staikturellen Aufbaus des Vektors pTZcx/y zur heterologen Ex- 
pression und Sekretion von Fremdproteinen (insbesondere von WICALTIN und 
ZYGOCIN) in der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe. 
[ErkiSrungen: P„mti. Tnn^i. Transkriptions-Promotor und -Temninator des Tliiamin- 
reguiierten nmt1 Gens der Spalthefe S. pombe; S/P. Sekretions- und Prozessie- 
rungssequenz des viralen K28-Praprotoxlns der SproBhefe S. cerevisiae; ars1, au- 
tonom replizierende Sequenz aus Chromosom 1 der Spalthefe; Ieu2, Leucln-2- 
Markergen zur Seiektion Leucin-prototropher Transformanten von S. pombe] 

FIgur 8: Vergleichende blologische Aktivitaten von gereinigtem WICALTIN, Clotri- 
mazol und Miconazol; die angegebenen molaren Mengen erzeugen im 'Bioassay* 
(Agardiffuslonstest) gegen die sensitive Indikatorhefe Sporothrix spec, einen Hemm- 
hof-Durchmesser von 12 mm. 

FIgur 9: Nachweisdes in pSTH1 (pBR322-Derivat) einklonierten WICALTIN- 
kodierenden W^CT-Gens der Hefe W. califomica 3/57 (DSM 12865) durch Agarose- 
gelelektrophorese (A) und Southem-Hybridisierung mit einer DIG-markierten WCT- 
Sonde (B). 

[Erkldmngen: M, DIG-markierter DNA-Langenstandard II; Spur 1, pSTHI restringiert 
mit EcoRI und Sa/I; Spur 2, DNA-Marker 'Smart-Laddef] 

Figur 10: Northern-Analyse zur Transkriptions-lnduktion des WICALTIN- 
kodierenden WCT-Gens der Hefe W. califomica 3/57 (DSM 12865) unter nlcht- 
Induzierenden Kulturbedingungen in BAVC-Medium (A) und unter induzierenden 
Bedingungen in BAVC-Medium mit Zusatz von 0,03 % Laminarin (B). Die elektro- 
phoretische Auftrennung der aus Stamm DSM 12865 isolierten Gesamt-RNA er- 
folgte in einem denaturierenden Agarose/Formaldehyd-Gel bei konstanter Spannung 
(7 V/cm). Die RNA wurde auf einer Nylonmembran gegen eine WICALTIN- 
spezifische, DIG-marklerte DNA-Sonde (630 bp) hybridisiert und durch Chemilumi- 
neszenz detektiert. 

[Erkiarungen: M, DIG-marki rter RNA-Langenstandard I; Spuren 1-8 entsprechen 
den Zeitpunkten der Probennahme zur Isolierung der Gesamt-RNA: Spur 1. 10 h; 
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Spur 2, 15 h; Spur 3, 19 h; Spur 4. 24 h; Spur 5. 33 h; Spur 6, 38 h; Spur 7. 43 h; 
Spur 8, 48 h] 



Im Text verwendete Abkurzunoen: 



WCT 


Wiliiopsis Califomica Toxin 


ZBT 


Zygosaccharomyces Bailli Toxtn 


ZYGOCIN 


Eigenname; sezemiertes Toxin aus DSM 
12864 


WICATIN 


Eigenname; sezerniertes Toxin aus DSM 
12865 



Hinterleaunaen 

Folgende im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendeten Mikroorganismen 
wurden bei der als Internationale Hinterlegungsstelle anerkannten Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Maschenroder 
Weg 1b, 38124 Braunschweig, Bundesrepublik Deutschland. entsprechend den An- 
forderungen des Budapester Vertrages fur die internatronale Anerkennung der Hin- 
terlegung von Mikroorganismen zum Zwecke der Patentierung hinterlegt 
(Hinterlegungsnummer; Hinterlegungsdatum): 



Wiliiopsis califomica Stamm 3/57 (DSM 1 2865) (09.06. 1 999) 

Zygosacharomyces bailii Stamm 412 (DSM 1 2864) (09.06. 1 999) 
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Patentanspruche 



1. 

5 

2. 
3. 

10 

4. 

15 5. 
6. 

20 

25 7. 
8. 

30 



Proteintoxine erhaltllch aus Williopsis califomica und/oder Zygosaccharomy- 
ces bailii. 

Proteintoxine nach Anspruch 1 , erhSltllch aus DSM 12864 und/oder DSM 
12865. 

Proteintoxine nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeicrfinet, dall diese eine 
antimycotische und / oder fungizide Wirkung inne haben. 

Proteintoxin nach einem der Anspruche 1 bis 3 mit der Aktivitat einer Glucana- 
se. 

Proteintoxin nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daS es an p-1,6-D- 
Glukane bindet und |3-1 ,3-D-Glucanase- und/oder p-1 ,3- 
Glucanosyltransferase-AktivitSt besitzt. 

Nukleinsdure kodierend fQr eine Glucanase und/oder fur ein Proteintoxin ge- 
mau einer der AnsprQche 1-5 mit einer AminosSuresequenz gemaS SEQ ID 
No 1 Oder SEQ ID No 2 Oder eine funktioneile Variante davon, und Teile davon 
mit mindestens 8 Nukleotiden, wobei SEQ ID No 1 Oder SEQ ID No 2 Teil des 
Anspruchs isL 

Nukieinsaure nach /Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da& die Nukleinsdu- 
re eine DNAoder RNA, vorzugsweise eine doppelstrdngige DNA ist. 

Nukieinsaure nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, da& die Nu- 
kieinsaure eine DNA mit einer NukleinsSuresequenz gemaS SEQ ID No 1 von 
Basenposition 1 bis 951 oder SEQ ID No 2 von Basenposition 1 bis 717 ist, 
wobei SEQ ID No 1 oder SEQ ID N 2 Teil des Anspruchs ist. 
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9. Nukleinsaure nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. daB die Nukleinsau- 
re eine Oder mehrere regulatorische Regionen (Promotor, 'Enhancer'. Termi- 
nator) und/oder eine 3 -terminale PolyA-Sequenz und/oder eine zur intrazellu- 
l§ren Pro-Toxinprozessierung notwendige Kex2p-Endopeptidase-Spaltstelle 
und/oder eine Oder mehrere potentielle N-Glykosylierungsstellen enthalt. 

10. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 8-9 erhaitlich aus DSM 12864 
und/oder DSM 12865. 

1 1 . Nukleinsaure nach einem der Anspruche 6-1 0, dadurch gekennzeichnet, daU 
die Nukleinsaure in einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor 
Oder gentherapeutisch wirksamen Vektor, enthalten ist. 

12. Verfahren zur Hersteliung einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 6-10 
dadurch gekennzeichnet, dali die Nukleinsaure chemisch synthetisiert oder 
anhand einer Sonde aus einer Genbank isoliert wird. 

13. Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemaU SEQ ID No 1 oder SEQ ID 
No 2 Oder eine funktionelle Variante davon, und Telle davon mit mindestens 6 
Aminosauren. 

1 4. Verfahren zur Hersteliung eines Polypeptids gemaU Anspruchen 1 -5 und 1 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS eine Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 
6-11 in einer geergneten Wirtszelle exprimiert wird. 

15. Antikorper gegen ein Polypeptid gemas einem der Anspruche 1-5 und 13. 

16. Verfahren zur Hersteliung eines Antikorpers gemaS Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dad ein Saugetier mit einem Polypeptid gemaS Anspruch 7 im- 
munisiert und gegebenenfalls die entstandenen Antikorper isoliert werden. 



17. 



Arzneimittel enthaltend eine Nukleinsaure gemSQ einem der Anspruche 6-10 
Oder ein Polypeptid gemaS einem der Anspruche 1-5 und 13 oder Antikorper 
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gemSB Anspruch 15 und gegebenenfalls pharmazeutisch annehmbare Zusatz- 
und/oder Hilfsstoffe. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Mycosen, 
wie oberfiachliche, kutane und subkutane Dermatomykosen, Schleimhaut- 
und Systemmykosen, besonders bevozugt Cand/da-Mykosen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine Nukleinsaure gema(3 einem der Anspruche 6-10 oder 
ein Polypeptid gemaU einem der Anspruche 1-5 und 1 3 oder Antikorper gemaR 
Anspruch 15 mit einem pharmazeutisch annehmbaren Zusatz- und/oder Hilfs- 
stoff formuliert wird. 

19. Diagnostikum enthaltend eine Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 6-10 
Oder ein Polypeptid gemaS einem der Anspruche 1-5 und 13 oder Antikorper 
gemaii Anspruch 15 und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder Hilfs- 
stoffe. 

20. Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums zur Diagnose von Mycosen, 
wie oberfiachliche, kutane und subkutane Dermatomykosen, Schleimhaut- 
und Systemmykosen, besonders bevozugt Candida-Mykosen, dadurch ge- 
kennzelchnet, daQ eine Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 6-10 oder 
ein Polypeptid gemaR einem der Anspruche 1-5 und 13 oder Antikorper gemafi 
Anspruch 15 mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager versetirt wird. 

21 . Test zur Identifizlerung von funktionellen Interaktoren enthaltend eine Nuklein- 
saure gemaB einem der Anspruche 6-10 oder ein Polypeptid gemSQ einem der 
Anspruche 1-5 und 13 oder Antikorper gemaS Anspruch 15 und gegebenen- 
falls geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe. 

22. Verwendung einer Nukleinsaure gemafJ einem der Anspruche 6-1 0 oder eines 
Polypeptids gemafX einem der Anspruche 1-5 und 13 zur Identifizierung funk- 
tioneller Interaktoren. 
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23. Verwendung einer Nukleinsaure gemaB einem der Anspruche 6-1 0 zum Auf- 
finden von Varianten, dadurch gekennzeichnet, dad eine Genbank mit der ge- 
nannten Nukleinsaure abgesucht und die gefundene Variante isoliert wird. 

24. Verwendung eines Polypeptids gemaR einem der Anspruche 1-5 und 13 zur 
Bekampfung von Schadhefen und Pilzen in Lebens- und Futtermittel. 

25. Verfahren zur Kultivieaing von DSM 12864 und DSM 12865, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS diese in synthetischem B- und/oder BAVC-Medium kultiviert 
werden. 

26. Verwendung der Nukleinsauren gemaB einer der Anspruche 6-1 1 zur Herstel- 
lung von transgenen Pflanzen und Pflanzenzellen. 
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WICALTIN: NH2-Ile-Gly-Gln-Leu-Ala-Phe-Asn-Leu-Gly-Val- 
Bgl2: NH2-Ile-Gly-Giu-Leu-Ala-Phe-Asn-Leu-Gly-Val- 




0 



20 
Zeit [h] 



30 



40 



50 



■ otine Toxin 
-mit Toxin 

•mitToxin + 0.1%P 
■mit Toxin + 0.5% P 
■mitToxin + 1%P 




20 
Zeit [h] 



•ohne Toxin 
■mit Toxin 

■mitToxin + 0.1%L 
■mit Toxin + 5% L 
mitToxin + 10%L 
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(a) 



S. cerevisiae 192.2 d 




(b) 

S. cerevisiae SEY6210 
(iferer+) 




(c) 

S. cerevisiae SEY6210[n/fre7] 
mit pPGK[/C/?f /] 

(/tre7-) 




(d) 

S. cerevisiae SEY6210[n/rre7] 
(Are7+) 
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Toxingen 

CaMV-P 




kan 




(B) 



M kDa 



Wicaltin (S. cerevisiae) > 




(C} 



1 2 3 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Aventis Research & Technologies GmbH & Co KG 

<120> Neue Antimycotika und Fungizide, Verfahren zu deren 
Herstellung und Verwendung 



<130> 99F028 



<140> 19930959.0 
<141> 1999-07-05 



<160> 4 



<170> Patentin Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 930 
<212> DNA 

<213> Williopsis californica 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(930) 



<400> 1 

atg cgt ttc act aca etc gtt gcc etc gca ggt gcc att tec tea gtc 48 

Met Arg Phe Thr Thr Leu Val Ala Leu Ala Gly Ala He Ser Ser Val 
15 10 15 



cag gcc ate ggc caa eta get ttt aac ttg ggt gtc aag gat aac tea 96 
Gin Ala He Gly Gin Leu Ala Phe Asn Leu Gly Val Lys Asp Asn Ser 
20 25 30 



ggt cag tgc aag act gcc tea gag tac aag gat gac ttg tet ace ctt 144 
Gly Gin Cys Lys Thr Ala Ser Glu Tyr Lys Asp Asp Leu Ser Thr Leu 
35 40 45 



tea ggc tac aca tet aag gtt aga gtc tac get gcc tea gac tgt aac 192 
Ser Gly Tyr Thr Ser Lys Val Arg Val Tyr Ala Ala Ser Asp Cys Asn 
50 55 60 



act ttg cag act ttg ggt eca gtt 
Thr Leu Gin Thr Leu Gly Pro Val 
65 70 



gtc gaa gag get ggc ttc tea ttt 
Val Glu Glu Ala Gly Phe Ser Phe 
75 80 



ttc gtt ggt att tgg cea aac gat gat get cac ttc cag gaa gag caa 288 
Phe Val Gly He Trp Pro Asn Asp Asp Ala His Phe Gin Glu Glu Gin 



1 
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85 90 95 

gac get ttg aaa act tat ttg cca aag att aag aga tec aca gtg gag 336 

Asp Ala Leu Lys Thr Tyr Leu Pro Lys lie Lys Arg Ser Thr Val Glu 
100 105 110 

gcc ttc act gtt ggt tct gag gcc ttg tat aga gat gat atg act get 384 

Ala Phe Thr Val Gly Ser Glu Ala Leu Tyr Arg Asp Asp Met Thr Ala 
115 120 125 

caa gag ttg get gae aga ate aaa act att aga gag ttg gtt gcc act 432 

Gin Glu Leu Ala Asp Arg lie Lys Thr lie Arg Glu Leu Val Ala Thr 
130 135 140 

att gae gae tec gaa ggt aac tea tat get ggt att cca gtt ggt ttc 480 

lie Asp Asp Ser Glu Gly Asn Ser Tyr Ala Gly lie Pro Val Gly Phe 
145 150 155 160 



528 



gtt gac tec tgg aac gtt ttg gtt gat ggt get tct cac cca get att 
Val Asp Ser Trp Asn Val Leu Val Asp Gly Ala Ser His Pro Ala lie 
165 170 175 

gtt gag get gat gtt gtg ttc gee aat get ttc tct tac tgg caa ggt 57 6 
Val Glu Ala Asp Val Val Phe Ala Asn Ala Phe Ser Tyr Trp Gin Gly 
180 185 190 

cag act eag eag aac teg tea tac tct ttc ttt gac gae att atg caa 624 
Gin Thr Gin Gin Asn Ser Ser Tyr Ser Phe Phe Asp Asp lie Met Gin 
195 200 205 

get ttg caa ace att caa act get aag ggt gag aca gat ate act ttc 672 
Ala Leu Gin Thr lie Gin Thr Ala Lys Gly Glu Thr Asp lie Thr Phe 
210 215 220 

tgg gtt ggt gag ace ggc tgg cca ace gat ggt act cac ttt gaa gae 720 
Trp Val Gly Glu Thr Gly Trp Pro Thr Asp Gly Thr His Phe Glu Asp 
225 230 235 240 

tct gtc cca tct gtt gag aat get cag ace ttc tgg aaa gat gcc gtc 768 
Ser Val Pro Ser Val Glu Asn Ala Gin Thr Phe Trp Lys Asp Ala Val 
245 250 255 

tgt gcc att aga ggt tgg ggt ate aat gtt att gcc ttt gag gcc ttt 816 
Cys Ala lie Arg Gly Trp Gly lie Asn Val lie Ala Phe Glu Ala Phe 
260 265 270 

gae gaa get tgg aag cca gat acc tct ggt acc tct gat gtg gaa aag 864 
Asp Glu Ala Trp Lys Pro Asp Thr Ser Gly Thr Ser Asp Val Glu Lys 



2 
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275 280 285 

tac tgg ggt gtt tgg gac tct aac age aag ttg aag tat gat ttg tec 912 
Tyr Trp Gly Val Trp Asp Ser Asn Ser Lys Leu Lys Tyr Asp Leu Ser 
290 295 300 

tgt gac ttt acc tct tag 930 
Cys Asp Phe Thr Ser 
305 310 



<210> 2 
<211> 309 
<212> PRT 

<213> Williopsis californica 
<400> 2 

Met Arg Phe Thr Thr Leu Val Ala Leu Ala Gly Ala lie Ser Ser Val 
15 10 15 

Gin Ala lie Gly Gin Leu Ala Phe Asn Leu Gly Val Lys Asp Asn Ser 
20 25 30 

Gly Gin Cys Lys Thr Ala Ser Glu Tyr Lys Asp Asp Leu Ser Thr Leu 
35 40 45 

Ser Gly Tyr Thr Ser Lys Val Arg Val Tyr Ala Ala Ser Asp Cys Asn 
50 55 60 

Thr Leu Gin Thr Leu Gly Pro Val Val Glu Glu Ala Gly Phe Ser Phe 
65 70 75 80 

Phe Val Gly lie Trp Pro Asn Asp Asp Ala His Phe Gin Glu Glu Gin 
85 90 95 

Asp Ala Leu Lys Thr Tyr Leu Pro Lys He Lys Arg Ser Thr Val Glu 
100 105 110 

Ala Phe Thr Val Gly Ser Glu Ala Leu Tyr Arg Asp Asp Met Thr Ala 
115 120 125 

Gin Glu Leu Ala Asp Arg He Lys Thr He Arg Glu Leu Val Ala Thr 
130 135 140 

He Asp Asp Ser Glu Gly Asn Ser Tyr Ala Gly He Pro Val Gly Phe 
145 150 155 160 

Val Asp Ser Trp Asn Val Leu Val Asp Gly Ala Ser His Pro Ala He 
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Val Glu Ala Asp 
180 

Gin Thr Gin Gin 
195 

Ala Leu Gin Thr 
210 

Trp Val Gly Glu 
225 

Ser Val Pro Ser 



Cys Ala lie Arg 
260 

Asp Glu Ala Trp 
275 

Tyr Trp Gly Val 
290 

Cys Asp Phe Thr 
305 



165 

Val Val Phe Ala 



Asn Ser Ser Tyr 
200 

He Gin Thr Ala 
215 

Thr Gly Trp Pro 
230 

Val Glu Asn Ala 
245 

Gly Trp Gly He 



Lys Pro Asp Thr 
280 

Trp Asp Ser Asn 
295 

Ser 



170 

Asn Ala Phe Ser 
185 

Ser Phe Phe Asp 



Lys Gly Glu Thr 
220 

Thr Asp Gly Thr 
235 

Gin Thr Phe Trp 
250 

Asn Val He Ala 
265 

Ser Gly Thr Ser 



Ser Lys Leu Lys 
300 



175 

Tyr Trp Gin Gly 
190 

Asp He Met Gin 
205 

Asp He Thr Phe 



His Phe Glu Asp 
240 

Lys Asp Ala Val 
255 

Phe Glu Ala Phe 
270 

Asp Val Glu Lys 
285 

Tyr Asp Leu Ser 



<210> 3 
<211> 717 
<212> DNA 

<213> Zygosaccharomyces bailii 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (717) 

<400> 3 

atg aaa gca gcc caa ata tta aca 
Met Lys Ala Ala Gin He Leu Thr 
1 5 

ata tat act agt get aga aac ata 
He Tyr Thr Ser Ala Arg Asn He 
20 



gca agt ata gta age tta ttg oca 48 

Ala Ser He Val Ser Leu Leu Pro 
10 15 

tta gac aga gaa tac aca gca aac 96 

Leu Asp Arg Glu Tyr Thr Ala Asn 
25 30 



4 
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gaa tta aaa act get ttt gga gat gaa gaa att ttt aca gat ttg acg 144 
Glu Leu Lys Thr Ala Phe Gly Asp Glu Glu lie Phe Thr Asp Leu Thr 
35 40 45 

tat cac att cac gtt aac gtc agt ggc gaa att gac tct tac tat cat 192 
Tyr His lie His Val Asn Val Ser Gly Glu He Asp Ser Tyr Tyr His 
50 55 60 

aat tta gtc aat ttt gtc gat aac get eta gca aac aaa gat att aat 240 
Asn Leu Val Asn Phe Val Asp Asn Ala Leu Ala Asn Lys Asp He Asn 
65 70 75 80 

aga tat ata tac get ata ttt aca cag cag aca aac tat aca gag gat 
Arg Tyr He Tyr Ala He Phe Thr Gin Gin Thr Asn Tyr Thr Glu Asp 
85 90 95 

ggg etc att gag tac tta aat eat tac gat tea gag act tgc aaa gat 
Gly Leu He Glu Tyr Leu Asn His Tyr Asp Ser Glu Thr Cys Lys Asp 
100 105 110 

ate att act cag tat aat gtt aac gta gac act agt aac tgt ata age 384 
He He Thr Gin Tyr Asn Val Asn Val Asp Thr Ser Asn Cys He Ser 
115 120 125 



288 



336 



aat act aca gat caa get aga etc eaa egt egc gga ggg tgg gtg aac 

Asn Thr Thr Asp Gin Ala Arg Leu Gin Arg Arg Gly Gly Trp Val Asn 
130 135 140 

eca cat tgt agt ggt gat aac tta gee gat act age gat tgt tgt aac 

Pro His Cys Ser Gly Asp Asn Leu Ala Asp Thr Ser Asp Cys Cys Asn 

145 150 155 160 

ttg get tat aac aag att aac cec tct tea aac tta cag tea tgg aat 

Leu Ala Tyr Asn Lys He Asn Pro Ser Ser Asn Leu Gin Ser Trp Asn 
165 170 175 

tat gtt gtc ggg cag tgt cac tat att tct cac get aat gga aag gta 

Tyr Val Val Gly Gin Cys His Tyr He Ser His Ala Asn Gly Lys Val 
180 185 190 

tgt agt ggt get gac agg eaa cag tta get gaa aat gta tgt aac tgg 

Cys Ser Gly Ala Asp Arg Gin Gin Leu Ala Glu Asn Val Cys Asn Trp 
195 200 205 

tgt cag gtt aac ggt ggt gtt age get ttt get age agt agt tct gca 672 

Cys Gin Val Asn Gly Gly Val Ser Ala Phe Ala Ser Ser Ser Ser Ala 
210 215 220 



432 



480 



528 



576 



624 



5 
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cat cca ggt get tgc atg agt gat gta ggg ttc tgc tat get tag 
His Pro Gly Ala Cys Met Ser Asp Val Gly Phe Cys Tyr Ala 
225 230 235 



<210> 4 
<211> 238 
<212> PRT 

<213> Zygosaecharomyces bailii 
<400> 4 

Met Lys Ala Ala Gin lie Leu Thr Ala Ser lie Val Ser Leu Leu Pro 
15 10 15 

lie Tyr Thr Ser Ala Arg Asn lie Leu Asp Arg Glu Tyr Thr Ala Asn 
20 25 30 

Glu Leu Lys Thr Ala Phe Gly Asp Glu Glu lie Phe Thr Asp Leu Thr 
35 40 45 

Tyr His He His Val Asn Val Ser Gly Glu He Asp Ser Tyr Tyr His 
50 55 60 

Asn Leu Val Asn Phe Val Asp Asn Ala Leu Ala Asn Lys Asp He Asn 
65 70 75 80 

Arg Tyr He Tyr Ala He Phe Thr Gin Gin Thr Asn Tyr Thr Glu Asp 
85 90 95 

Gly Leu He Glu Tyr Leu Asn His Tyr Asp Ser Glu Thr Cys Lys Asp 
100 105 110 

He He Thr Gin Tyr Asn Val Asn Val Asp Thr Ser Asn Cys He Ser 
115 120 125 

Asn Thr Thr Asp Gin Ala Arg Leu Gin Arg Arg Gly Gly Trp Val Asn 
130 135 140 

Pro His Cys Ser Gly Asp Asn Leu Ala Asp Thr Ser Asp Cys Cys Asn 
145 150 155 160 

Leu Ala Tyr Asn Lys He Asn Pro Ser Ser Asn Leu Gin Ser Trp Asn 
165 170 175 

Tyr Val Val Gly Gin Cys His Tyr He Ser His Ala Asn Gly Lys Val 
ISO 185 190 



6 
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Cys Ser Gly Ala Asp Arg Gin Gin Leu 
195 200 

Cys Gin Val Asn Gly Gly Val Ser Ala 
210 215 

His Pro Gly Ala Cys Met Ser Asp Val 
225 230 
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Ala Glu Asn Val Cys Asn Trp 
205 

Phe Ala Ser Ser Ser Ser Ala 
220 

Gly Phe Cys Tyr Ala 
235 
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I. I I Claims Nos. 
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1. Claims Nos. 1-26 (in part) 

Protein toxins extracted from Williopsis californica characterized by SEQ ID 2; 
nucleic acid that codes therefor and characterized by SEQ ID 1 , method for 
producing this nucleic acid and this protein toxin; antibody directed against this 
protein toxin and method for the production thereof; medicament containing this 
nucleic acid, this antibody or this protein toxin and method for the production 
thereof; diagnostic reagent containing this nucleic acid, this antibody or this 
protein toxin and method for the production thereof; test for identifying functional 
interactors containing this nucleic acid, this antibody or this protein toxin; use of 
this nucleic acid for identifying functional interactors and for discovering 
variants; use of this protein toxin for controlling harmful yeasts and fungi in 
foodstuffs and feedstuffs; method for cultivating DSM12864, and; use of this 
nucleic acid for producing transgenic plants and plant cells. 

2. Claims Nos. 1-26 (in part) 

Protein toxins extracted from Zygosaccharomyces bailii characterized by SEQ 
ID 4; nucleic acid that codes therefor and characterized by SEQ ID 3, method 
for producing this nucleic acid and this protein toxin; antibody directed against 
this protein toxin and method for the production thereof; medicament containing 
this nucleic acid, this antibody or this protein toxin and method for the 
production thereof; diagnostic reagent containing this nucleic acid, this antibody 
or this protein toxin and method for the production thereof; test for identifying 
functional interactors containing this nucleic acid, this antibody or this protein 
toxin; use of this nucleic acid for identifying functional interactors and for 
discovering variants; use of this protein toxin for controlling harmful yeasts and 
fungi in foodstuffs and feedstuffs; method for cultivating DSM 12865, and; use of 
this nucleic acid for producing transgenic plants and plant cells. 
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entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patenttamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
•A* Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen isl 

•E' atteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
AnmekJedatum ver6ffenttk:ht worden ist 

*L* Veroffenttichung, die geeignet isl. einen Priorilatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Verottentlichungsdaium einer 
anderen im Recherctienberk:hl genannten Ver6tfeni(k:hung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefiihrl) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine miindliche Ottenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstetiung Oder andere MaGnahmen bezieht 
■p' Veroffentlichung. die vor dem intemationalen Anmetdedatum. at>er nach 
dem beanspmchten Prioritatsdalum verotfentlicht worden tsl 



•T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdalum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinztps Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die besmspruchte Erfindung 
kann aiiein aufgmnd dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkett beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkell bemhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Verdffenllrchungen dieser Kaiegorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

■&• Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patenttamilie ist 
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ISSN: 0021-9193 
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das ganze Dokument 
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29. September 1998 (1998-09-29) 

LAURINAVICHIUTE D. K. ET AL.: "Candida 

utilis beta-1,3 glucan transferase Bgl2p 

(BGL2) gene." 

XP002150657 

Zusammenfassung 


1-24,26 
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SHAH D. M. ET AL. : "Resistance to 

diseases and Insects In transgenic plants: 

progress and applications to agriculture" 

TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, 

Bd. 13, Nr. 9, September 1995 (1995-09). 

Seiten 362-368, XP004207202 

ISSN: 0167-7799 

Selte 365, rechte Spalte, Absatz 3 

-/-- 


1-24,26 



Fomiolan PCT/lSA/210 {Fo.-1set2ung von Blan 2) (Juii 1992) 



Seite 2 von 3 




INTERNATIONALER ^^mERCHENEESlCBi: 



PCT7EP 



INTERNATIONALER 



CHENBERICHT 



prr/EP 



les Aktenzeichen 

00/04972 



C.(Fortset2ung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 
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Betr. Anspruch Nr. 



us 5 670 706 A (CORNELISSEN BERNARDUS J C 
ET AL) 23. September 1997 (1997-09-23) 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



□ 



Anspruche Nr. 

well sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist. namlich 



□ 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschrtebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dal3 eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. I I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheltlichkeit der Ertlndung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internatjonale Recherchenbehorde hat festgestellt. daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erflndungen enthalt: 

slehe Zusatzblatt 



1 . I Y I Da der Anmekder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
I 1 zusdtzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hdtte, hat die Behdrde nicht zur z^hlung einer solchen Gebiihr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeltig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

' ' Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fiir die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die erforderiichen zusStzllchen Recherchengebuhren nicht rechtzeltig entrichtet. Der internatjonale Recher- 
chent>erlcht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er- 
faflt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs [ [ Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter WIderspruch gezahlt. 

[ X I Zahlung zuscitzticher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 
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Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestel It , dafi diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 

nam! ich: 

1. Anspruche: 1-26 (teilweise) 

Proteintoxine aus Williopsis californica charakterl siert 
durch SEQ.ID. 2; dafur kodierende Nuklelnsaure 
charakterl siert durch SEQ.ID.l; Verfahren zur Herstellung 
dieser Nuklelnsaure und dieses Protelntoxins; Antikorper 
gegen dieses Proteintoxin und Verfahren zu ihrer 
Herstellung; Arzneimi ttel , das diese Nukleinsaure, diesen 
Antikorper Oder dieses Proteintoxin enthalt und Verfahren zu 
seiner Herstellung; Diagnostikum, das diese Nuklelnsaure, 
diesen Antikorper Oder dieses Proteintoxin enthalt und 
Verfahren zu seiner Herstellung; Test zu Identif i zierung von 
funktionel len Interaktoren, der diese Nukleinsaure, diesen 
Antikorper Oder dieses Proteintoxin enthalt; Verwendung 
dieser Nukleinsaure zur Identif 1 zierung funktionel ler 
Interaktoren und zum Auffinden von Varianten; Verwendung 
dieses Proteintoxins zur Bekampfung von Schadhefen und 
Pilzen in Lebens- und Futtermittel ; Verfahren zur 
Kultivierung von DSM12864; und Verwendung dieser 
Nukleinsaure zur Herstellung von transgenen Pflanzen und 
Pflanzenzellen. 



2. Anspruche: 1-26 (teilweise) 

Proteintoxine aus Zygosaccharomyces bailii charakterl siert 
durch SEQ.ID. 4; dafur kodierende Nukleinsaure 
charakterl siert durch SEQ.ID. 3; Verfahren zur Herstellung 
dieser Nukleinsaure und dieses Proteintoxins; Antikorper 
gegen dieses Proteintoxin und Verfahren zu ihrer 
Herstellung; Arzneimi ttel , das diese Nukleinsaure, diesen 
Antikorper Oder dieses Proteintoxin enthalt und Verfahren zu 
seiner Herstellung; Diagnostikum, das diese Nuklelnsaure, 
diesen Antikorper oder dieses Proteintoxin enthalt und 
Verfahren zu seiner Herstellung; Test zu Identif izierung von 
funktionellen Interaktoren, der diese Nukleinsaure, diesen 
Antikorper oder dieses Proteintoxin enthalt; Verwendung 
dieser Nukleinsaure zur Identif izierung funktionel ler 
Interaktoren und zum Auffinden von Varianten; Verwendung 
dieses Proteintoxins zur Bekampfung von Schadhefen und 
Pilzen in Lebens- und Futtermittel; Verfahren zur 
Kultivierung von DSM12865; und Verwendung dieser 
Nuklelnsaure zur Herstellung von transgenen Pflanzen und 
Pflanzenzellen. 
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